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OZET

DIFFUZ BUYUK B HUCRELiIi LENFOMALARDA SITOGENETIK OLARAK ALT
TiPLERIN VE BUNLARIN PROGNOSTIK OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Dr. Ozge COKBANKIR
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali

ozge.ertener@gmail.com

Amag: Diffiiz Biiyiik B hiicreli lenfomalar (DBBHL); eriskinlerdeki en sik Non-
Hodgkin lenfoma tipidir. Klinik, morfolojik, immunfenotipik ve sitogenetik olarak
heterojenite gostermektedirler. Bu nedenle farkli klinik gidis ve sagkalima sahiptirler. Bu ¢a-
lismanin amaci; DBBHL nin bu heterojenite gosteren 6zelliklerini ortaya koymanin yanisira;
EBV RNA varliginin ve C-myc translokasyonunun; klinikopatolojik parametreler ile iligkisi-

ni arastirmak ve bu iliskinin prognoz ve sagkalima etkisini ortaya koymaktir.

Gereg ve Yontem: Calismamizda 50 DBBHL olgusu degerlendirilmistir. Bu olgularda
immunhistokimyasal yontem ile Bcl-2, Bcl-6, CD30 ve Ki-67 ekspresyonu belirlendi.
Kromojenik In situ Hibridizasyon yéntemi (CISH) ile EBER (EBV RNA) varlig1, Floresan In
situ Hibridizasyon (FISH) yontemiyle C-myc yeniden diizenlenmesi varligi ve bu degerlerin

prognoza ve sagkalima etkileri arastirildi.

Bulgular: Olgularin; yasi, cinsiyeti, LDH diizeyleri, IPI skoru ve olgularda B semp-
tomu varligr ile sagkalimlar1 arasindaki iliskiler degerlendirildiginde; B semptomu goriilme
oraninin erkeklerde daha yiiksek olmasi (p=0.005) istatistiksel olarak sinirda anlamliydi. Bu-
nunla birlikte 13 olguda (%26) EBV RNA, 6 olguda (%12) C-myc yeniden diizenlenmesi
saptandi. 26 olguda (%52) Bcl-2, 27 olguda (%54) Bcl-6 pozitif olarak degerlendirildi. Ki-
67 proliferasyon indeksi 17 olguda (%34) <%50; 33 olguda (%66) %50 ve iizeri olarak de-
gerlendirildi. Bcl-2, Bcl-6 ekspresyonu, Ki-67 proliferasyon indeksi, c-myc yeniden diizen-
lenmesi ve EBV RNA varligi ile sagkalim arasinda istatistiksel olarak anlamli sonug bulun-

madi.


mailto:karaman.2410@hotmail.com

Sonu¢: DBBHL’lar; histomorfolojik ve genetik olarak heterojen bir grubu olustur-
duklarindan farkli klinik gidise, tedavide farkli yanita ve sagkalima sahiptirler. Etkili tedavi-
lerin belirlenmesi ve sagkalimin uzatilabilmesi i¢in bu genetik farkliliklar ortaya konmalidir.

Bunun igin; diizenli klinik takibe sahip genis serili ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Diffiliz Biiyiik B hiicreli Lenfoma, Double Hit lenfoma, C-myc yeniden
diizenlenmesi, EBV RNA



ABSTRACT

RESEARCH OF THE SUBTYPES CYTOGENETICALLY IN DIFFUSE LARGE B
CELL LYMPHOMAS AND THEIR PROGNOSTIC CHARACTERISTICS

Ozge COKBANKIR MD
Dokuz Eylul University Faculty of Medicine Department of Pathology

ozge.ertener@gmail.com

Aim: Diffuse Large B cell lymphomas (DLBCL) is the mostly encountered Non-Hodgkin
lymphoma type with the adults. It shows heterogeneity clinically, morphologically, immuno-
phenotypically and cytogenetically. Because of this reason, they have different clinical course
and survival. The aim of this study is; to put forward the characteristics of DLBCL showing
this heterogeneity and also to study the relationship of the EBV RNA presence and C-myc
translocation with the clinicopathological parameters and to reveal the influence of this rela-

tionship on prognosis and survival.

Methods: In our study; 50 cases with the DLBCL were investigated. Bcl-2, Bcl-6, CD30 and
Ki-67 expressions are specified by means of the immunhistochemical methods. EBER (EBV
RNA) presence is studied with the Cromogenic Insitu Hybridization method (CISH) and the
C-myc rearrangement presence is studied with the Florescent Insitu Hybridization (FISH)
method. Nonetheless the influence of these values on prognosis and survival were investi-

gated.

Results: Whenever the relationships between the ages, sex, LDH levels, IPI score results and
the B symptom presence of the cases and their survivals compared; it was meaningful that the
rate of presence of the B symptom with the males was higher statistically (p=0.005). In addi-
tion to this, EBV RNA rearrangement is determined with 13 cases (26%) and C-myc rear-
rangement is determined with 6 cases (%12). Bcl-2 expression is evaluated in 26 cases (52%)
and Bcl-6 expression in 27 cases (54%) Ki-67 proliferation index is evaluated as <50% in 17
cases (34%) and 50% and above in 33 cases (66%). No meaningful result could be found sta-
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tistically between Bcl-2, Bcl-6 expression, Ki-67 proliferation index, c-myc rearrangement
and EBV RNA presence and the survival.

Conclusion: DLBCL’s have different clinical course, different response in treatment and
survival because of the fact that they form a heterogeneous group histomorphologically and
genetically. These genetic differences should be revealed in order to specify the effective
treatments and to extend the survival. For this purpose; there is need for the widespread stu-

dies having regular clinical follow-up.

Key words: Diffuse Large B cell Lymphoma, Double Hit Lymphoma, C-myc rearrangement,
EBV RNA



GIRIS VE AMAC

Diffiiz biiyiik B-hiicreli lenfomalar (DBBHL) B hiicre fenotipine sahip, eriskin
NonHodgkin lenfomalarinin en sik goriilen alt tipidir. DBBHLlar; agresif gidisli, tedavisiz
oliime neden olabilen; klinik, morfolojik, immunfenotipik ve sitogenetik olarak heterojen
Ozellikte lenfomalardir. Bu heterojeniteden dolayt DBBHL lar kendi igerisinde degisken kli-
nik gidis ve sagkalima sahiptirler. DBBHL’larda prognoza etkili olabilecek fenotipik, klinik,
immunohistokimyasal ve sitogenetik farkliliklarin saptanmasi son yillarda 6nem kazanmis

arastirma konularindandir.

DBBHL’da yas, cinsiyet, B semptomlarinin varligi, nodal ve ekstranodal tutulum alan-
lar1, klinik evre ve serum laktat dehidrogenaz (LDH) diizeyi gibi klinik parametreler siklikla
arastirma konusu olmustur. Bu degiskenler birbirinden bagimsiz olarak sagkalimi etkileyebil-
digi gibi, birka¢ parametrenin degerlendirilmesi ile hesaplanan IPI skoru da prognoz iizerinde
onemli etkiye sahiptir. Klinik olarak Uluslararasi Prognostik indeks (IPI) veya Revize Ulus-
lararas1 Prognostik indeks (R-1PI) skorlama sistemi prognozu belirlemek icin kulanilmakla
birlikte, histopatolojik degerlendirmede proliferasyon indeksi disinda net bir parametre kulla-
nilmamaktadir. Ancak; DBBHL’larda her zaman bu klinik parametreler ve I[Pl skoru
prognozu belirlemede yeterli olamamaktadir.

Son yillarda yapilan ¢alismalar ile IPI’dan bagimsiz bazi prognostik faktorler ortaya
konmustur. Cesitli immiinhistokimyasal belirtegler ve molekiiler teknikler kullanilarak
DBBHL’lar alt gruplara ayirmak ve bunlarin prognozla iliskilerini ortaya koymak icin g¢ok

sayida aragtirma yapilmaktadir.

C-myc yeniden diizenlenmesi; Burkitt lenfomanin yanisira yaklasik %15 DBBHL has-
tasinda saptanmaktadir. C-myc; hiicre siklusu progresyonunu saglayacak bazi genleri aktive
edip, baz1 inhibitor proteinleri inhibe ederken farkli yolaklardan apoptozisi de aktive etmekte-
dir. C-myc yeniden diizenlenmesi; literatiirde siklikla agresif klinik gidis ile iliskili bulunmus-
tur. C-myc yeniden diizenlenmesine sahip daha agresif gidisli DBBHL olgularinin yanisira
Burkitt lenfomanin morfolojik 6zelliklerini gdsteren ve yliksek proliferatif indekse sahip an-
cak; myc translokasyonu gdstermeyen olgular da bulunmaktadir. Son DSO smiflamasinda
(DSO 2008) bu olgularin bir kismi1 “DBBHL ve BL &zellikleri arasinda kalan bagka tiirlii s1-

niflandirilamayan  B-hiicreli lenfomalar” grubu altinda siniflandirilmislardir. Bu heterojen
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grup i¢inde siniflanan bir grup lenfomanin 6ntimiizdeki siniflamalarda daha net 6zellikleriyle

belirgin alt gruplara ayrilacagi diistiniilmektedir.

Bununla birlikte literatiirde Floresan in Situ Hibridizasyon (FISH) y&ntemiyle “c-
myc” yeniden diizenlenmesi ile es zamanli olarak BCL2 veya BCL-6 translokasyonu goste-
ren ayri bir B hiicreli lenfoma grubu daha ortaya ¢ikmaktadir. Bu grup; “Double Hit (dual
hit)” Lenfomalar (DHL) olarak adlandirilmaktadir. DHL lar; tan1 aninda yiliksek LDH diizeyi,
B semptomlart varligi, kemik iligi tutulumu, ileri evre hastalik, ekstranodal tutulum, santral
sinir sistemi tutulumu gibi 6zelliklerle karakterize BL ve DBBHL’lara gore daha koti
prognozlu bir B hiicreli lenfoma grubu olarak tanimlanmaktadir. Bu olgular giiniimiizde ge-
nellikle “DBBHL ve BL 6zellikleri arasinda kalan baska tiirlii siniflandirilamayan B-hiicreli
lenfomalar” grubu altinda siiflandiriimaktayken bu farkli 6zelliklerinden dolayi; bu olgulari

tanimak ve ayr1 bir grup altinda siniflandirmak 6nem kazanmaktadir.

EBER (EBV RNA) varligi;; DBBHL’ larda %8-11 arasinda goriilmekle birlikte; sik-
likla daha ileri yasla (60 yas lizerinde), daha ileri evre hastalikla ve DBBHL’nin anaplastik ve
plazmoblastik alt tipleriyle iligkili bulunmustur. Bu hastalarda tedavi yanit1 ve sagkalim sik-

likla; EBV RNA tasimayan olgulara gore daha diisiik bulunmustur.

Literatiirdeki bu bilgilerin 1s18inda, bu c¢aligma, DBBHL’nin klinik, biyolojik,
immunfenotipik ve sitogenetik 6zelliklerini ortaya koymanin yanisira; bu olgularda CISH
yontemiyle saptanan EBER (EBV RNA) varliginin ve FISH yontemiyle saptanan C-myc
translokasyonunun; klinikopatolojik parametreler ile iliskisinin arastirilmasini ve bu iligskinin
prognoz ve sagkalima etkili olup olmadigini gostermeyi amaglamaktadir. Bununla birlikte bu
caligmada olgularin Bcel-2, Bcl-6, CD30 ve Ki-67 ekspresyonuna yonelik immunfenotipik
ozellikleri de incelenmis olup bunlarin prognostik dnemleri ve sagkalima etkileri de degerlen-

dirilmistir.



GENEL BiLGILER

DIFFUZ BUYUK B-HUCRELI LENFOMA (DBBHL)

Diffiiz Biiyiik B hiicreli lenfomalar (DBBHL) eriskinde en sik goriilen Non-Hodgkin
lenfoma (NHL) alt tipidir (1-5). (Tablo 1). Tim lenfoid malignitelerin %30’unu, Non-
Hodgkin lenfomalarin ise %30-40’1n1 olusturmaktadir (3,6,7).

DBBHL; normal bir lenfositin iki katindan biiyiik veya bir makrofaj nukleusu ile esit
veya ondan daha biiyiik boyutlu neoplastik B hiicrelerin diffiiz proliferasyonu ile karakterize
heterojen, agresif bir lenfoma grubu olarak tanimlanmaktadir (1). Bazi kaynaklarda potansi-
yel olarak tedavi edilebilir bir hastalik olarak tanimlansa da uzun dénem remisyon, giiniimiiz
tedavi kosullarinda yaklasik %40 olarak bildirilmistir (1,6). DBBHL’lar; Non-Hodgkin
lenfoma grubu icerisinde en kompleks, klinik ve morfolojik olarak da en heterojen grubu
olusturmaktadirlar (1-2).

NHL’lar i¢in 1970’li yillardan giinlimiize Rappaport, Lukes&Collins, Kiel, Working
formulation ve REAL simiflamasi gibi birgok farkli siniflama kullanilmistir. REAL siniflama-
s1; 2001 yilinda WHO (DSO) siniflamasina revize edilmistir. Son olarak da DSO siniflamasi
2008 yilinda giincellenmis olup halen giiniimiizde DSO 2008 simiflamas1 gegerliligini koru-
maktadir (8).



Tablo 1: B Hiicreli neoplaziler- WHO (DSO) 2008 simiflamasi:

Oncil B hiicreli lenfoblastik [6semi / lenfoma

Mattr B hiicreli neoplazmlar

Kronik lenfositik I6semi / kiiglk lenfositik lenfoma

B hiicreli prolenfositik |6semi

Splenik Marjinal zon lenfoma

Hairy cell I6semi (TlylG hicreli 16semi)

Splenik [6semi/lenfoma, siniflandirilamayan

Lenfoplasmositik lenfoma

Agir zincir hastaligi

Plazma hiicreli neoplazi

Mukoza iligkili ekstranodal marjnal zon lenfomasi (MALT tipi)

Nodal marjinal zon lenfoma

Folliktler lenfoma

Primer kutanoz folliktil merkezli lenfoma

Mantle hicreli lenfoma

Diffiiz buyik B-hiicreli lenfoma

Diffiiz Bliylk B hiicreli lenfoma , baska tiirlii siniflandirilamayan

Diffiiz Bliylk B hiicreli lenfoma, alt gruplan*

Diger Biiyiik B hiicreli neoplaziler*

Burkitt lenfoma

Borderline olgular*

*Tablo 2’de ayrintilari anlatilacaktir.




WHO 2008 smiflamasinda; DBBHL lar i¢in histomorfolojik, immunhistokimyasal ve
molekiiler temele dayanilarak farkli varyantlar tanimlanmigtir (Tablo 2). Morfolojik varyant-
lar1 “s1k” ve “nadir” olmak tizere 2 ana gruba ayrilmaktadir. Sik gériilen morfolojik varyant-
lar1; sentroblastik, immunoblastik ve anaplastik varyant iken bunlarin disinda miksoid stroma
veya fibriler matriks igeren, igsi goriiniimde veya tash yiiziikk benzeri morfolojide olan daha

nadir goriilen morfolojik varyantlar1 da tanimlanmistir (1,7).
Sik Goriilen Morfolojik Varyantlar:

A- Sentroblastik varyant : En sik goriilen varyanttir. Bazi olgularda timor
monomorfik olup % 90’dan fazla sentroblast icerirken bazilari sentroblast ve immunoblastlari

beraber igerecek sekilde polimorfik 6zelliktedir.

B- immunoblastik varyant : %90’dan fazlas1 immunoblastlardan olusan varyanttir.
Hashimoto tiroiditi, Sjogren hastaligi, Lupus eritematozus gibi immun aracili hastaliklarda

en sik goriilen DBBHL varyantidir.

C. Anaplastik varyant : En nadir goriilen varyanttir. Hodgkin ve/veya Reed-
Sternberg hiicresi ya da anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma hiicrelerine benzer 6zellikte timor

hiicrelerinden olusan varyanttir (9).

Molekiiler alt gruplari ise; Germinal Merkez Kokenli (GCB) ve Aktive B Hiicre
kokenli (ABC) olmak tizere 2 alt grupta incelenmektedir (1,10,11).

Immunhistokimyasal alt gruplar ise; CD5 pozitif DBBHL, Germinal Merkez Kokenli
(GCB) ve Germinal Merkez Disi Kokenli (non-GCB) olmak tiizere 3 farkli alt grupta
siniflandirilmigtir.  Bu  alt  gruplarin  belirlenmesi  i¢in CD10, Bcl-6, IRF-4/MUM-1
Immunhistokimyalar1 kombine olarak kullanilmaktadir (1,10,11) (Sekil 1).



GM

CD10

Bcl-6

MUM-1

)

GM - DIS|

Sekil 1: GCB Hiicre kokenli ve Non-GCB hiicre kokenli DBBHL

(-)

GM

GM - DISI

Diger DBBHL alt tipleri arasinda ise; T hiicre /histiositten zengin DBBHL, Santral si-

nir sisteminin primer BBHL ‘s1, primer kutan6z DBHHL, bacak tipi DBBHL, yashiligin EBV
pozitif DBBHL ’s1 gibi antiteler yer almaktadir. Ozel bir alt tipe veya hastaliga ait olmayanlar

ise; bu gruplar altinda siniflandiritlamamis olup; DBBHL, baska tiirlii adlandirilamayan (NOS)

ad1 altinda toplanmistir (1,12).

10



Tablo 2: DBBHL Varyantlari, altgruplar ve alttipleri- WHO (DSO) 2008 DBBHL sinif-

lamasi

DIFFUZ BUYUK B-HUCRELI LENFOMA, BASKA TURLU SINIFLANDIRILAMAYAN

SIK GORULEN MORFOLOJiK VARYANTLAR:

Sentroblastik

Immunoblastik

Anaplastik

NADIR GORULEN MORFOLOJIiK VARYANTLAR

MOLEKULER ALT GRUPLAR: - GCB hiicre kokenli - ABC hiicre kokenli
IMMUNOHISTOKIMYASAL ALT GRUPLAR: - CD5 Pozitif DBBHL - GCB hiicre kokenli -Non-GCB hiicre
kokenli

DBBHL ALTGRUPLARI:

T-hiicre/histiositten zengin Diffiiz Biiyiik B-hiicreli lenfoma

Santral sinir sisteminin primer Diffiiz Biiylik B hiicreli Lenfomasi

Primer kutandz bacak tipi DBBHL

Yasliligin EBV pozitif DBBHL ’s1

DIiGER BUYUK B HUCRELI NEOPLAZILER:

Primer mediastinal (timik) biiyiik B-hiicreli lenfoma

Intravaskiiler biiyiik B-hiicreli lenfoma

Kronik inflamasyonla iligkili DBBHL

Lenfomatoid granulomatozis

ALK pozitif biiyiik B- hiicreli lenfoma

Plazmoblastik lenfoma

HHV-8 iliskili Castleman Hastalig1 zemininde gelisen DBBHL

Primer eflizyon lenfomasi

BORDERLINE VAKALAR:

DBBHL ve BL 6zellikleri arasinda kalan baska tiirlii siniflandirilamayan B-hiicreli lenfoma

DBBHL ve Klasik HL 6zellikleri arasinda kalan bagka tiirlii siniflandirilamayan B-hiicreli lenfoma
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EPIiDEMIiYOLOJIi

DBBHL’lar Bati iilkelerinde goriilen tiim Non- Hodgkin lenfomalarin yaklasik %30-
40’ m olusturmaktadir (3,6,7). Gelismekte olan iilkelerde ve Asya toplumlarinda ise daha

yiiksek goriilme oranlari bildirilmektedir (13).

DBBHL’lar tiim yas gruplarinda goriilebilmekle beraber daha siklikla eriskinlerde ve
ozellikle 7. Dekatta daha sik izlenmektedirler (13).

ETYOLOJIK FAKTORLER

DBBHL’larin etyolojisi net olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte siklikla de novo
olarak gelismektedirler (1). Bununla birlikte daha az agresif ve daha disiik dereceli
lenfomalar olan folikiiler lenfoma, kronik lenfositik 16semi/kiiciik lenfositik lenfoma, Nodiiler
lenfosit predominant Hodgkin lenfoma veya marginal zon lenfoma gibi lenfomalardan
progresyon ya da transformasyon ile de karsimiza gikabilmektedirler (1,13).

DBBHL olgularinin ¢gogunda herhangi bir risk faktorii bulunmamaktadir. Bununla bir-
likte; Ataksi-telenjiektazi sendromu, Bruton tipi agamaglobulinemi, Ciddi kombine
immunyetmezlik hastaligi, Wiskott-Aldrich Sendromu, Duncan Sendromu, Chediak-Higashi
sendromu gibi herediter immunyetmezIlik sendromlar;; Human immunodeficiency virus
(HIV), Epstein-Barr virus (EBV), Helicobacter pilori, Hepatit C virusu (HCV), Human T-
Hiicreli 16semi virusu (HTLV), and Human Herpes virusu (HHV) gibi enfeksiyonlar;
Romatoid artrit, Sjogren sendromu, Sistemik lupus eritematozus gibi otoimmun hastaliklar;
kemoterapotik ajan ve immunsupresan ilag kullanimi; Herbisid, Vinil klorid ve organik
solventlere maruziyet gibi etyopatogenezde rol oynayabilecek bir¢ok antite risk faktorleri
arasinda sayilabilmektedir (14,15).

Etyopatogenezler arasinda sayilan enfeksiyoz ajanlardan 6zellikle EBV ve HHV-8 6n
plana c¢ikmaktadir. HHV-8 iliskili multisentrik Castleman hastaliginda gelisen DBBHL,
yaslilarin EBV pozitif DBBHL ve kronik inflamasyon iliskili (EBV iliskili) DBBHL olmak
tizere 3 ayrt alttipi WHO 2008 siniflamasinda ayri1 tanimlanan antiteler olarak 6nem
kazanmistir (1,16,17).
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YASLININ EBV POZITiF DBBHL’SI

2008 DSO smiflamasinda; yaslmin EBV pozitif DBBHL s1 olarak yeni bir antite ek-
lenmistir. Bu antitenin 50 yas iizerindeki hastalarla ve EBV pozitifligi ile iligskisi bulunmus-
tur. DBBHL nin bu alt tipinde EBV’{in tiimo6r mikrogevre kompozisyonunda, anti-tiimor yani-

tin1 engellemede ve hastaligin progresyonunda rol alabilecegi gosterilmistir (16,17).

Yaslinin EBV pozitif DBBHL’s1; 50 yas {izerindeki hastalarda goriilen, hafif erkek
baskinligi izlenen, tahminen immunsistemin gerilemesinden (yaslanmasindan) kaynaklanan
EBYV ile iliskili, blastik, klonal B hiicre proliferasyonu olarak tanimlanmaktadir (1,17,18). Bu
antitenin morfolojik olarak; 2 alt tipi tanimlanmigtir. Bunlardan baskin olani; polimorfik alt
tiptir. Bu alt tip transforme hiicrelerin, plazma hiicrelerinin, plazmoblastlarin, lenfositlerin ve
siklikla R&S benzeri hiicrelerin karisimimdan olusan mikst bir proliferasyondur. Monomorfik
alt tip ise; tabakalar halinde biiyiik hiicre populasyonundan meydana gelmektedir (1,19,20).
Ek karakteristik 6zellik ise genis alanlar kaplayan geografik nekrozdur. Yaslinin EBV pozitif
DBBHL’s1 pan B hiicre markerlari ile ve siklikla da CD30 ile pozitiflik gostermektedir. EBV

enfeksiyonu ise ISH yontemi ile EBER’in saptanmasi ile tespit edilmektedir.

Bu antite ile en ¢ok karigsan hastalik daha yaslilarda goriilen EBV pozitif klasik
Hodgkin lenfomadir. Yashlarin EBV pozitif DBBHL’s1 Asya toplumlarinda goriilen
DBBHL’larin %8-10’unu olustururken Bati toplumlarinda bu oran daha diisiiktiir. Klinik
olarak; nodal veya ekstranodal tutulum goriilmekle birlikte siklikla B semptomlar: eslik et-
mektedir. Bu olgular; EBV negatif olgularla karsilastirildiginda ise daha diisiikk performans
durumuna sahiptirler (21). Tim bu bilinen o6zelliklerine ragmen yaslinin EBV pozitif
DBBHL’sinin tamamen ayr1 bir antite mi yoksa sadece DBBHL nin bir alttipi mi oldugu ise

heniiz net olarak aydinlatilamamigtir (18).

Bununla birlikte; literatiirde yashlar disinda, pediatrik hastalarda da EBV iliskili
DBBHL olgu serileri saptanmistir (16). Bu ¢alismalarda pediatrik hastalarda EBV’lin latent
kalma paterninin daha kompleks oldugu ve g¢ocuklardaki immunsupresyonla iligkili oldugu

gosterilmistir (16).
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KLINIiK OZELLIKLER

DBBHL’da ekstranodal veya nodal tutulum goriilebilmektedir. %40’in {izerinde, en
azindan baglangicta ekstranodal bolgenin tutulma egilimi vardir. Ekstranodal tutulum ile bas-
langig; immun sistemi baskili hastalarda daha sik goriilmektedir. En sik goriilen ekstranodal
bolge; basta mide ve ileogekal valv olmak iizere gastrointestinal sistem ile iliskilidir. Bununla
birlikte; kemik, testis, dalak, waldeyer halkasi, tiikriikk bezi, tiroid, karaciger ve adrenal bez

gibi ekstranodal bdlgeler de tutulum alanlar1 igerisinde sayilmaktadir.

DBBHL’larda % 11-27 arasinda degisen oranlarda kemik iligi tutulumu bildirilmistir.
Kemik iligi tutulumu konkordans gosterebilecegi gibi; kemik iliginde daha diistik dereceli bir
B hiicreli lenfoma varligi ile diskordans da gosterebilmektedir. Diskordan kemik iligi tutulu-

munun farkli yayinlarda; nadirden % 70’ e kadar degisen bildirimleri mevcuttur.

Cogu hasta asemptomatik iken, semptomatik oldugu dénemde hastalarin yarist erken
evrededir (evre I-11) ve ates, gece terlemesi, kilo kaybi gibi B semptomlar1 izlenmektedir.
(1,13).

MORFOLOJIK OZELLIKLER

DBBHL’da tutulan lenf nodu veya dokular; normal yapilarmi biiyiik lenfoid hiicrele-
rin diffiiz proliferasyonu sonucu siklikla tamamen, bazen de kismi olarak kaybederler. Lenf
nodunda goriilen DBBHL’da siklikla perinodal dokuya da infiltrasyon izlenmektedir.
DBBHL lar sitolojik olarak; orta ve biiyiik boyutlu, sentroblast morfolojisinde, immunoblast
morfolojisinde ya da bu iki morfoloji arasinda kalan “intermediate” morfolojide ozellikler
tastyabilir (1,7).

IMMUNOFENOTIPIiK OZELLIiKLER

DBBHL; CD19, CD20, CD22, CD79a gibi c¢esitli B hiicre belirleyicilerini beraber
eksprese edebilse de bunlardan biri veya birden fazlasinda ekspresyon kaybi olabilir (22,23).
Ozellikle tekrarlayan lenfomasi olan veya Rituximab (anti- CD20 antikoru) tedavisi alan %60

hastada CD20 ekspresyon kaybi goriilebilmektedir. Bununla birlikte DBBHL nin 6zellikle
14



anaplastik varyantinda CD30 ekspresyonu goriilebilmektedir. Nadiren CD3 pozitifligi goriile-
bilirse de genelde T hiicre marker ekspresyonu yoktur. 9%50-75 olguda ise; yiizey

immunglobulinleri ve/veya sitoplazmik immunoglobulinler saptanmaktadir (1,7,13).

Neoplastik hiicrelerin %10’u CD5 eksprese ederler. CD5 pozitif DBBHL’lar siklin
D1 eksprese etmemeleriyle Mantle hiicreli lenfomanin blastoid varyantindan ayirt edilebilir-

ler.

Yaklasik %50 vakada Bcl-2 ekspresyonu saptanirken, t(14;18) translokasyonu tasiyan
olgularda daha fazla Bcl-2 ekspresyonu izlendigi saptanmistir. Bunun yani sira Bcl-2 eks-
presyonu; nodal timérlerde ekstranodal tiimorlere gore daha sik olarak ekspresyon goster-
mektedir (2,13).

DBBHL’ larda Bcl-6 ekspresyonu %60-90, IRF4 /MUM1 ekspresyonu ise %35-65
oraninda  goriilebilmektedir. %50 vakada ise IRF4/MUM1 ve Bcl-6 koekspresyonu
mevcuttur. DBBHL’da CD10; bazi1 kaynaklara gore %20-40, bazi kaynaklara gore ise %30-
60 eksprese edilirken bu pozitifik DBBHL’nin Germinal Hiicre B hiicre (GCB) ekspresyon
profili gosteren alt grubunu ayirt etmede faydali olabilmektedir (2,10,23,24).

PROGNOSTIK FAKTORLER:

DBBHL’ larda birgok farkli prognostik faktor bildirilmis olmakla birlikte; bu faktor-

lerden 6zellikle 1PI skorunu belirleyen bes parametre 6n sirada yer almaktadir (25,26).

IP1 Skoru; Shipp tarafindan 1993 yilinda bildirilen bir skorlama sistemidir.  Bu

skorlama sistemi giiniimiizde klinisyenler tarafindan en yaygin olarak kullanilan sistemler-
dendir.

IP1 skoru (Tablo 3); yas, serum LDH diizeyi, ECOG performans durumu, Ann-Arbor

evresi (Tablo 3) ve ekstranodal tutulum varligi kriterlerini degerlendirmektedir (25-28).

IP1 skorlamasinda; Her bir faktor 0 veya 1 puan ile degerlendirilmekte olup 0-1 puan
arasi: distik risk, 2 puan: diisiik-orta risk, 3 puan: orta-yiiksek risk ve 4-5 puan ise : yiiksek
risk grubu olarak siiflandirilmaktadir (Tablo 3).
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Revize edilmis IPI skorlamasinda(R-IPI) ise; ayni kriterler ve puanlama sistemi ge-
cerli olup sadece prognostik gruplar farklilik gostermektedir. R-IPI skorlamasina gore risk
skoru: 0 olan hastalar: “cok iyi”, 1 ve 2 olanlar: “iyi”, 3,4 ve 5 olanlar ise: “ koti” gidisli

prognostik grup olarak siniflandirilmislardir.

“Cok iyi” prognostik gruptaki hastalarda % 90 uzun dénem progresyonsuz sagkalim
goriilmekte ve bu grup R-CHOP tedavisinden yiiksek fayda gdrmektedir. Iyi prognostik
grupta sagkalim %80, kotl prognostik grupta ise sagkalim %50’lere diismektedir.

Tablo 3: “International Prognostic Index Skoru” (IPI SKORU):

PROGNOSTIK FAKTORLER (HERBIRi 1 PUAN):

YAS >60

SERUM LAKTAT DEHIDROGENAZ DUZEYI (LDH) YUKSEKLIGI

DUSUK ECOG PERFORMANS STATUSU

YUKSEK EVRE( I1I-1V)

>1 EKSTRANODAL TUTULUM

RiSK GRUBU (STANDART IPI):

0-1:DUSUK RiSK

2:DUSUK-ORTA RiSK

3:0RTA-YUKSEK RiSK

4-5:YUKSEK RiSK

RiSK GRUBU ( R- IPI):

0: COK Tyl

1-2: 1Yl

3-4-5: KOTU
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Tablo 4: ANN-ARBOR Evreleme Sistemi:

EVRE I:

-Tek lenf nodu boélgesi veya timus gibi lenfoid organ tutulumu (1)

-Tek bir ekstranodal organ ya da bolgenin tutulumu (IE)

EVRE II:

-Diyaframin ayni tarafinda, iki ya da daha fazla lenf nodu bolgesi (II)

-Ekstranodal bir organ ya da bdlgenin tutulumu (IIE)

EVRE III:

-Diyaframin her iki tarafinda lenf nodu bélgelerinin tutulumu (I1I)

-Ekstranodal organ ya da bolgenin tutulumu (IIIE)

-Ekstranodal organ ve bolgenin birlikte tutulumu (IIISE)

EVRE IV:

- 1/ daha fazla ekstranodal organin, lenf nodu tutulumu olsun veya olmasin diffiiz veya dissemine tutulumu

A: ASEMPTOMATIK

B: Ates, terleme, viicut agirliginin %10°undan fazla kaybi

IPI ve R-IPI skoru disinda DBBHL’da; Ann-Arbor evresine gore ileri evre hastalik,
yiiksek proliferasyon indeksi, Bcl-2  ekspresyon varhigi, p53  overekspresyonu,
immunoblastik ve plazmoblastik morfoloji, GM dis1 kokenli olmasi, BCL-6 gen yeniden dii-
zenlenme yoklugu (29). ABC benzeri ekspresyon varligi, konkordans gosteren kemik iligi
tutulumu, Myc yeniden diizenlenmesi varlig1 gibi bircok kotii prognostik faktor ile iligki sap-
tanmustir (30,31,32).

Bununla birlikte; Rosenwald ve arkadaslarmin yaptigi bir ¢alismada (33). GCB
immunprofiline sahip grupta 5 wyillik sagkalim %76 olarak saptanirken ABC gen
immunprofiline sahip grupta %16 olarak bulunmus olup istatistiksel olarak anlamlidir. Bir alt
calisma grubunda ise arasinda LMO2, BCL-6, FN1, CCDN2, SCYA3 ve BCL2 olarak belir-
tilen 6 gen ekspresyonu tek basina sagkalimi 6ngormekte etkili bulunmustur (33). Takip eden

gen profili ¢alismalarinda ise diisiik HGAL ekspresyonu kétii prognozla (34), karsilastirmali
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genomik hibridizasyon g¢alismalarinda da kromozomal bdlge olan 3p11-p12 bolgesindeki ka-

zanimlarin varlig1 kotii prognozla iliskili bulunmustur (35).

Bunlarin yanisira DBBHL ’larda; p53 mutasyonu, Siklin D3, PIM1, MYC, RhoH/TTF,
PAXS5 gibi bazi protoonkogenlerin hipermutasyonunu igeren genetik degisiklikler de saptana-
bilmektedir .Karsilastirmali genomik hibridizasyon ¢alismalari ile kromozom 1q, 2p, 3, 6p,
7, 8q, 99, 11, 12, 13p, 16p, 18, 22q ve X’i igeren kromozom kazanimlar ile 1p, 6q, 8p, and

X’1igeren kromozom kayiplari da gosterilmistir (1).

Tiim bu sayilan genetik 6zellikler ve prognostik faktorler géz oniinde bulunduruldu-
gunda; DBBHL daki genetik, morfolojik ve immunohistokimyasal parametrelerin kendi igeri-
sinde farklilik gosterdigi ve bu durumun klinik gidis ve sagkalimda farkli etkilere sahip oldu-
gu goriilmistiir. Bu nedenle DBBHL ile ilgili glinlimiizde bir¢cok arastirma yapilmaktadir ve
bu parametreler tam olarak aydinlatilincaya kadar da bu ve bunun gibi calismalar devam ede-

cektir.
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GEREC VE YONTEM:

Calismaya 2005-2012 yillarr arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hasta-
nesi Patoloji Anabilim Dalinda Diffiiz Biiyiik B hiicreli Lenfoma tanis1 almig 50 olguyu alin-
di. Bu olgularin tiim Kesitleri ve immunhistokimyasal boyalar1 tekrar gozden gegirilerek; tiim
olgulara; bir kisminda tani aninda uygulanmamis olan Bcl-2, Bcl-6, CD30 ve Ki-67
immunhistokimyasal boyalar uygulandi. Kromojenik In situ Hibridizasyon ydntemi (CISH)
ile EBER (EBV RNA) varliginin degerlendirilmesi ve Floresan In situ Hibridizasyon (FISH)
yontemiyle C-MYC translokasyonunun degerlendirilmesi i¢in en uygun bloklar segildi ve

yontemlere uygun kesitler hazirlandi.

Olgularm demografik verilerine ise; DEU Hematoloji Bilim Dalindaki hasta kayitlar:

incelenerek ve hastane bilgi sistemi kullanilarak ulasildi.

Ulasilan veriler 15181nda hastalarin cinsiyeti, tant anindaki yaglari, evreleri, R-1PI skor-
lari, LDH diizeyleri, B semptomu varligi, tani aldig1 bolgeye ek olarak kemik iligi tutulumu
olup olmadigi kaydedildi. Bunlarin yanisira hastalarin tedavi planlari, bu tedavi planinin ige-

risinde Rituksimab tedavisinin olup olmadigi, tedaviye yanitlar1 ve izlem siireleri de not
edildi.

Hastalar aldiklar1 tedavi rejimlerine gore Rituksimab alanlar ve almayanlar olarak iki
ayrt grupta sinflandirildi. Tedaviye yanitlari; “komplet remisyon”, “parsiyel remisyon”, “te-
daviye yanitsiz” olarak degerlendirildi. Takip kaybindan dolay1 yanitlar1 degerlendirlemeyen
hastalar ise ; “tedavi yanit1 bilinmiyor” olarak 4. bir grup altinda toplandi .

Hastalarin tan1 anindaki serum LDH degerleri hastanemizin referans aralik degerleri

g6z oniinde bulundurularak normal veya yiiksek olarak kaydedildi.
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IMMUNOHISTOKIMYASAL YONTEM:

N
1

3

4

5

6

~
1

8-

10-

11-

12-

Tiim olgular i¢in; seg¢ilen en uygun parafin bloktan lizinli lamlara 3p kalinliginda ke-

sitler alindi.
Kesitler etiivde gece boyunca 55 derecede bekletilerek parafinin erimesi saglandi.

Sabah etiivden alinan kesitler, ksilolde 20 dk bekletilerek deparafinizasyon tamamlan-
di.

Kesitler azalan alkol serilerinden gecirilerek rehidrate edildi.
Kesitler distile su ile yikandi.

Ph: 7 olan “EDTA buffer” soliisyonunda PT modiilde 95 derecede 20 dk kaynatilarak

1s1 yardimiyla antijenin agiga ¢ikmasi saglandi.
Kesitler oda sicakliginda sogumaya birakildi.
Daha sonra kesitler “Tris buffer” soliisyonunda yikandi.

% 3 liik hidrojen peroksit soliisyonunda 15 dk bekletilerek endojen peroksidaz aktivi-
tesi bloke edildi.

Daha sonra kesitler “Tris buffer” soliisyonunda yikandi.

“Ultra V block” damlatilip 5 dk bekletilerek nonspesifik baglanma reaksiyonlar1 6n-
lendi.

Yikama yapmadan lamlarin {izerindeki soliisyonlar dokiilerek; {izerine uygun *primer

antikor damlatildi ve 1 saat inkubasyon saglandi ve antikorun baglanmasi saglandi.
*Primer antikor:

-CD3 (monoclonal mouse antihuman CD3, clone F7.2.38, Dako)

-CD20 (mooclonal Mouse antihuman CD20, clone L26, Dako)

-BCL-2 (monoclonal Mouse antihuman BCL-2 oncoprotein, clone 124, Dako)

-BCL-6(monoclonal Mouse antihuman BCL-6 protein, clone PG-B6p, Dako)
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-Ki-67(monoclonal Mouse antihuman Ki-67 antigen, clone MIB-1, Dako)
13- Daha sonra kesitler “Tris buffer” soliisyonunda yikandi.
14- Biotin damlatilarak oda sicakliginda 10 dk inkiibasyon saglandi.
15- Daha sonra kesitler “Tris buffer” soliisyonunda yikandi.
16- Streptavidin damlatilarak oda sicakliginda 10 dk inkiibasyon saglandi.
17- Daha sonra kesitler “Tris buffer” soliisyonunda 20 dk bekletildi.

18- 1ml substrata ve 1 damla kromojen eklenerek (1:1) DAP soliisyonu hazirlandi. Her
kesite 2 damla hazirlanan DAP soliisyonundan damlatilarak oda sicakliginda 5 dk bek-
letildi.

19- Ardindan yaya alinan kesitler cesme suyunda yikandi.
20- Mayer’s hematoksilende yaklasik 1dk bekletilerek kontrast boyanma saglandi.
21- Ardindan kesitler ¢esme suyunda yikandi.

22- Yiikselen alkol serilerinde her birinde 2 dk bekletilerek gegirilen kesitler daha sonra
10 dk ksilolde bekletildi.

23- Son olarak ise kesitler entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.
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CALISMAMIZDA KULLANILAN IMMUNOHISTOKIMYASAL
BELIRLEYICILERIN OZELLIKLERI

BCL-2:

Bcl-2; 18. kromozom iizerinde yerlesen bir insan protoonkogenidir. Ayni isimle ad-
landirilan Bcl-2 firlinii ise endoplasmik retikulum membraninda, niikleer membranda ve dis
mitokondrial membranda yerlesim gostermektedir.

Insanda en az 17 adet bcl-2 aile iiyesi mevcuttur. Bcl-2 ile ilgili proteinler; Bcl-2,

Bax ve Bik olmak iizere 3 ana grup altinda toplanabilmektedir (36-38).

Bu gen; ilk kez 1985 yilinda t(14;18)(q32,q921) translokasyon bdlgesinde bulunmasi
ile kesfedilmistir. Bu translokasyon; DBBHL’lar ve folikiiler lenfomalar gibi B hiicreli
lenfomalarda bulunmaktadir. DBBHL’larda Bcl-2 protein ekspresyonu t(14;18)(q32;921)
translokasyonunu tasiyan tirlerin yani sira; bu translokasyonun yoklugunda, 1821
amplifikasyonu ve/veya (NF-kB) yolagi aktivasyonu ile de gelisebilir (39,41,42).

Antiapoptotik bir molekiil olan Bcl-2 proteini aktive olmayan B ve T hiicrelerde eks-
prese edilirken normal germinal merkezde eksprese edilmezler (43). DBBHL ’larda Bcl-2 pro-
teini %22-80 oraninda eksprese edilirken, ekspresyonu; siklikla kotii prognozla iligkili bu-
lunmustur (43).

R-CHOP tedavisi alan hastalarda, Bcl-2 proteininin prognozla iliskisi net degerlendi-
rilememektedir. Bunun nedeni Rituksimab kullaniminin Bcl-2 pozitif hastalarda sagkalimi
artirtyor olmasindandir (39,44). Bu durum; Bcl-2 pozitifliginin koétii prognostik faktor sayil-

masina ragmen avantaj olarak goriilmesine neden olabilmektedir (39). .

BCL-6:

BCL-6 geni 3q27°de lokalize olan, germinal merkez B hiicrelerinde eksprese edilen
spesifik (zinc-finger) bir transkripsiyonel reseptordiir (45). Germinal merkez formasyonunda,
lenfosit fonksiyonlarinda, diferansiyasyonda ve sagkalimda rol oynamaktadir. Germinal mer-
kez B hiicre kokenli hiicrelerdeki p53’ii suprese edip apoptozu inhibe etmektedir (46).
DBBHL’da BCL-6 translokasyonu ya da hipermutasyonu goriilebilmekteyken translokasyon
daha sik saptanmaktadir ve siklikla IG agir zinciri (IgH) ile iliskilidir (4). Bcl-6 (IgH)
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translokasyonu DBBHL’da %20-30 civarinda goriilmektedir ve iyi prognoz ile iliskili bulun-
mustur (4, 45).

Bununla birlikte Rituksimab kullanim1 BCL-2 nin tersine BCL6 negatif olgularda daha
etkili bulunmustur. Sonug olarak Rituksimab kullanimi yiiksek riskli DBBHL grubunda daha
faydali bulunmustur. Bu durumun aydinlatilmasi i¢in ise daha ileri ¢aligmalara gereksinim

vardir (2, 47,48).

Ki-67:

Ki 67; ekspresyonu direk olarak hiicre proliferasyonu ile iliskili olan nukleer ve
nukleoler bir proteindir (49,50). Ki 67 proteini; hiicre siklusunun G1, S, G2, M gibi tiim aktif
fazlarinda saptanabilirken; GO evresi olan dinlenme fazinda ise bulunmamaktadir. Bu durum
ise anti- Ki 67 protein antikoru olan MIB-1’in miikemmel bir proliferasyon gostergesi olusu-
nu agiklamaktadir (49). Ki 67 proteini sayesinde hiicre populasyonunun biiyiiyen kismini be-
lirlemek miimkiin olmaktadir. Ki 67 degerlendirilmesinin DBBHL’ da tanisal bir 6nemi ol-
mamakla birlikte bagimsiz bir prognostik belirteg¢ olarak goriilmektedir (51). Ki 67 pozitif
tiimor fraksiyonunun degeri (Ki 67 proliferasyon indeksi) siklikla klinik gidis ile korelasyon
gostermektedir (49). DBBHL’ da Ki-67 proliferasyon indeksi genelde yiiksektir ve %40
izerinde saptanmaktadir. Bununla birlikte baz1 olgularda %90 iizerinde ki-67 proliferasyon
indeksi bildirilmistir. Literatiirde 6zellikle ki-67 proliferasyon indeksi %80’in {izerinde olan

olgularda prognozun kétii oldugunu destekleyen bircok ¢alisma bulunmaktadir.
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IN SITU HIBRIDIZASYON:

KROMOJENIK IN SITU HIBRIDIZASYON (CISH) VE FLORESAN iN SiTU

HIBRIDIZASYON (FISH):

Insitu hibridizasyon (ISH); hiicrelerde veya dokulardaki spesifik gen iiriinlerini ortaya
¢ikarmak i¢in kullanilan bir tekniktir. Tamamlayict DNA veya RNA (¢cDNA, cRNA) nin sap-

tanmasi icin uygulanmaktadir.

ISH; kromozomlar, hiicreler veya doku kesitlerinde niikleik asit dizilerinin saptanma-
sini ¢ift iplikgikli niikleik asit olusumu temeline dayanarak saglamaktadir. Tamamlayict DNA
veya RNA; sitolojik materyallerde ve doku kesitlerinde bir DNA veya RNA probu kullanila-
rak kolorimetrik veya metalografik teknikler ile goriintiilenmektedir. Bu yontemle gen eks-
presyon paterninin belirlenmesi ayn1 zamanda gen fonksiyonu ile ilgili de bilgi verebilmekte-
dir. Isaretleyici prob; floresan bir madde ise immunfloresan mikroskopi ile tespit edilebilir ve

yontem Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) olarak adlandiriimaktadir.

Biz ¢alismamizda olgularimizda C-myc yeniden diizenlenmesinin var olup olmadigini
FISH yontemiyle degerlendirdik. Myc geni Kromozom 8q24 iizerinde yer almakta ve yakla-
stk olarak S5kb agirhiginda olup 3 ekson igermektedir. FISH yonteminde kullandigimiz
Myc/Cen-8 FISH prob-miks; kromozom 8 sentromer bdlgesini referans olarak kullanarak myc
genlerinin kopya sayisini tespit etmektedir. Myc/Cen-8 FISH prob-miks; kromozom 8’in
sentromerik bolgesini hedef alan, myc bolgesini saran 291 kb Texas-red-igsaretli DNA

probunu icermekte olup; PNA ile DNA teknolojisini bir araya getirmektedir (54).

8q24 : . CEN-8

1T} N N\
LU NN

mMycC CEN-8

291 kb
Sekil 2: Myc/Cen-8 FISH DNA Prob-miks (Dako, Y5504) Sematik goriiniimii (54).
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Isaretleyici probun bu yéntemde oldugu gibi floresan bir madde degil de bir boya
maddesi oldugu durumda ise yontem Kromojenik Insitu Hibridizasyon (CISH) olarak adlan-
dirilmakta ve degerlendirme 151k mikroskopi altinda yapilmaktadir (52,53). ISH ile ayn1 za-
manda viral, bakteriyel ve fungal organizmalarin morfolojik olarak tespit edilebilmesi 6zelli-
ginden faydalanarak biz de ¢alismamizda EBERs (EBV-encoded small nuclear early regions)
(EBV RNA) varligini saptamak i¢cin CISH yontemini kullandik. Bu yontem literatiirde belir-
tilen diger yontemler olan PCR yontemiyle EBV ekspresyonu veya immunhistokimyasal
(IHK) yontem ile EBV latent membran proteinin saptanmasina gore daha gegerli ve daha ide-

al bir yontemdir.

CISH YONTEMI:
e Calismamizda CISH yontemi igin “PNA ISH Detection (Dako, kod no: K 5201) Kkiti
kullanildi.
e Islemler 1 giinde tamamland1 ve su basamaklar sirasiyla takip edildi:
e Formalin fikse parafine gomiilii bloklardan standart olarak poly-I-lizinli lamlara 5 pm
kalinlikta kesitler hazirlandi.
e Kesitler etiivde 50 derecede 60 dakika bekletilerek parafin eritildi.

e Daha sonra kesitler oda sicakligina getirildi.

1-REHIDRATASYON ASAMASI:
e Kaesitler, deparafinizasyon i¢in 2x3 dk ksilende bekletilerek parafinden arindirildi.
o 999 Etanolde 2x3 dk bekletildi.
o 995 Etanolde 2x3 dk bekletildi.
o Distile suda 3 dk bekletildi.
e Islemler sonrasinda dokunun daha kolay degerlendirilmesi i¢in “Dakocytomation Ka-

lemi” ile dokunun ¢evresi ¢ercevelendi.

e Distile suda 2x3 dk bekletildi.
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2- ON ISLEM “PRE-TREATMENT” ASAMASI:

Kesitler steril eldiven ve maske kullanilarak “humidity chamber”a alindu.

Tiim kesitlere TBS (Tris/Hcl (ph:7.5): Tris Buffer) tampon soliisyonu ile 1:10 oranin-
da diliie edilen 150 pl proteinaz K damlatildi ve oda sicakliginda 30 dk inkubasyona
birakilarak proteolitik enzim sindirimi saglandi.

2x3 dk distile suda bekletildi.

%095 etanole 10 saniye daldirildi.

Kesitler yaklasik 5 dk kadar oda sicakliginda “humidity chamber”da birakildi.

3-HiBRIDIiZASYON ASAMASI:

Kesitlere 1-2 damla Floresan konjuge-Epstein-Barr (EBER) Peptid Nukleik Asit
(PNA) probu uyguland1 (DAKO code- Nr.Y 5200).

Bu agamada iiretici firma ve literatiirdeki kaynaklarda onerildigi sekilde her grup olgu
icin pozitif ve negatif kontrol de beraberinde ¢alisildi.

Kesitlerin iizeri lamel ile kapatildi ve kenarlar1 silikonlandi.

Kesitler Hibridizer’ da “kappa” programina yerlestirildi ve 1 %2 saat 55 derecede
inkiibe edildi.

PNA Kkiti igerisinde yer alan “stringent wash” sollisyonu 1:60 oraninda TBS ile diliie
edilerek hazirlandi.

Soliisyon 2 ayr1 kaba ayrildi. Biri oda sicakliginda birakildi. Digeri su banyosunda 55
dereceye 1s1tildi.

Oda sicakliginda hazirlanan “Stringent wash” soliisyonuna silikonlarindan arindirilan
lamlar lamelleriyle beraber 1-2 dk birakilarak lamellerin dokuya zarar vermeden ay-
rilmasi saglandi.

Lamellerinden ayrilan kesitler 55 dereceye 1sitilan  ““Stringent wash” soliisyonuna 25
dakika birakildi.

Su banyosundan ¢ikarilan kesitler TBS ile 10 saniye yikandi.

4- BELIRLEME/TESPIT ASAMASI:

Kesitler “humidity chamber”a alinarak her birinin iizerine 2-5 damla Floresana kars1
alkalin fosfataz ile konjuge antikor (anti-FITC/AP) ile 30 dk inkiibe edildi.
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e Kaesitler, TBS ile 2x3 dk yikandh.

e Distile suda 2x1 dk yikandz.

e Substrat damlatilarak 45 dk inkiibe edildi.

e Distile suile 5 dk yikandi.

e Agqua hematoksilen ile 5-10 sn inkiibe edildi.

o Kesitler yiikselen alkol serilerinden ( %70- %85 -%095 - %99) gegirildi.

e -Son olarak da distile su ile yikanan kesitler lamel ile kapatilarak islem sonlandirildi.
5- IM ILE DEGERLENDIRME:

e Saglikli sonug almak icin lamel ile kapatildiktan sonra en az 30 dk bekletilen slaytlar
151k mikroskop altinda degerlendirildi.

e Koyu mavi/ siyah renkli niikleer boyanma gdsteren hiicreler pozitif olarak degerlendi-
rildi.

CALISMAMIZDA CISH YONTEMI iLE DEGERLENDIRILEN: EBER (EBV RNA):
EBV; Herpes virlis ailesinin bir iiyesidir. Diger herpesviriisler gibi EBV de zarfli bir
viriistiir ve ikozahedral bir kapsiil ile sarili DNA koru igeren tiim diinyada endemik olan bir
virtistir. EBV; diinyadaki erigkinlerin %90’ m1 enfekte etmektedir (55,56). Bir kez enfekte
olan kisi tiim hayat1 boyunca viriisii tasimaktadir. EBV; Bati toplumlarinda 5 yasindaki ¢o-

cuklarmn yaklasik %350 sinde, erigkinlerin ise %90-95’inde serolojik olarak saptanabilmektedir.

EBV’i tespit etmek igin kullanilan 3 yontem vardir. Bunlar; basta in situ

hibridizasyon (ISH) olmak {izere PCR ve immunhistokimyasal (IHK) yontemlerdir.

ISH; EBER RNA tespit edilmesi i¢in 6nerilen ideal yontemdir (55). PCR ve CISH
yontemleri EBV RNA tespitinde birbirine yakin sensitivite goriilse de immunhistokimyasal
teknik EBV’li saptamada bu iki yontem kadar sensitif degildir. CISH i¢in; PCR yontemine
gore daha biiyiik dokuya ihtiya¢ olsa da ayn1 zamanda bu yontemde infekte hiicre tipinin de
belirlenebilmesi avantajdir (55,57).

EBV; Dbasta enfeksiyoz mononiikleoz olmak iizere; Burkitt lenfomanin, birgok

lenfoproliferatif hastaligin, klasik Hodgkin lenfomanin, DBBHL’nin, lenfomatoid

27



granulomatozisin, SSS’ nin HIV iliskili lenfomalarinin ve nazofaringeal kanser gibi bazi

epitelyal kanserlerin etyolojilerinde rol oynayabilmektedir (58).

DBBHL; nadir olarak Epstein-Barr virus (EBV) ile iligkili bulunmakla birlikte eger
goriiliirse siklikla anaplastik ve plazmoblastik varyantta veya daha yash hastalarda saptan-
maktadir. Bunun yani sira immunsuprese hastalarda da EBV ile ¢ok kuvvetli birliktelik go-

rilmektedir.

FISH YONTEMI:

e (Calismamizda FISH yontemi i¢in “Histology FISH Accessory Kit (Dako, kod no: K
5599) kullanildi.

e Islemler 2 giinde tamamland1 ve su basamaklar sirasiyla takip edildi:

e Formalin fikse parafine gomiilii bloklardan standart olarak poly-I-lizinli lamlara 3 pm
kalinlikta kesitler hazirlandi.

o Kesitler etiivde 60 derecede 45 dakika (literatiirde belirtilen siire: 30-60dk) bekletile-
rek parafin eritildi.

e Daha sonra kesitler oda sicakligina getirildi.

FISH 1. GUN:
1-DEPARAFINIZASYON VE REHIDRATASYON ASAMASI:
o Kesitler, deparafinizasyon igin 2x5 dk ksilende bekletilerek parafinden arindirildi.
e 996 Etanolde 2x 2dk bekletildi.
e %70 etanolde 2x2dk bekletildi.
e Distile suda 2 dk bekletildi.

2- ON ISLEM “PRE-TREATMENT” ASAMASI:

e Kesitler 1:20 oraninda distile su ile diliie edilen On islem soliisyonu (Pre-treatment so-
liisyonu) su banyosu igerisinde 95-99 dereceye kadar 1sitildu.

e Soliisyonun sicakligl termometre vasitasiyla olgiilerek sicakliktan emin olundugunda
kesitler su banyosu igerisindeki 1sitilmis 6n islem soliisyonuna alind1 ve 10 dk inkiibe
edildi.

28



e Kaesitler su banyosundan ¢ikarilarak; 15 dk oda sicakligina sogutuldu.
o Kesitler 1:20 oraninda distile su ile diliie edilen yikama tampon “Wash Buffer” soliis-

yonu igerisinde 2x3 dk oda sicakliginda yikandi.

3- PEPSIN SINDIRIMI ASAMASI:
e Fazlalik “wash buffer” tampon sollisyonu kesitler tizerinden temizlendi.
e Kesitlere 5 damla (literatiirde 5-8 damla: 250 ul), 2-8 derecede saklanmis kullanilaca-
g1 sirada buzdolabindan ¢ikartilmis pepsin damlatildi.
e Kesitler 37 dereceye 1sitilmis hibridizer’a konularak 5 dk (literatiirde: 3-6 dk) inkiibe
edildi.
o Kesitler oda sicakliginda 1:20 oraninda diliie edilmis “wash buffer” tampon soliisyo-

nunda 2x3 dk yikandi.

4- DEHIDRATASYON ASAMASI:
e Kaesitler tampon soliisyonunda yikandiktan sonra artan alkol serilerinde (%70-%85-
%96 etanol) 2x2 dk dehidrate edildi.
e Dehidrate kesitler dik pozisyonda havada 20 dk. kurumaya birakildi.

¢ Bu ve sonraki adimlarda lamlarin kuvvetli 1s1kla temasindan sakinildi.

5- PROBUN EKLENME ASAMASI:
e Kurutulan kesitlerin merkezine, tiim dokuya temasi saglanarak 10ul Probe-mix
(MYC/CEN-8 FISH probe mix Dako kod no: Y5504) damlatilarak {izerleri 22x22 mm
boyutlarda lamelle, arada hava kabarcig1 kalmamasina 6zen gosterilerek kapatildi ve

lamellerin ¢evresi silikonlandi.

6- HIBRIDIZERDA (DAKO HiBRIiDiZER) DENATURASYON VE HIiBRIDIiZASYON
ASAMASI:

e Kesitler Hibridizer’a literatiirde ve iiretici firma tarafindan 6nerilen protokole uygun
olarak 82 derecede 5 dk denatiirasyon ve ardindan 45 derecede geceboyu (16 saat)
hibridizasyon programina koyuldu.

e Hibridizera kesitlerin yan1 sira 2 adet distile su ile 1slatilmis humidity kontrol stripi

konarak ortamin nemli kalmasi saglandi ve program baslatildi.
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FISH 2. GUN:
7- “STRINGENT WASH” ASAMASI:

Iki ayr1 kapta 1:20 oraninda distile su ile diliie edilen “Stringency buffer” soliisyonu
hazirlandi.

Kesitler oda sicakligindaki “Stringency buffer” soliisyonu icerisine konuldu.

Ayn1 zamanda 2.” Stringency buffer” soliisyonu o6nceden 65 dereceye getirilen su
banyosu igerisine konuldu.

Oda sicakligindaki “ Stringency buffer” da bekletilen kesitler nazik¢e lamellerinden
ayrilarak termometre ile tekrar 6l¢im yapilarak 65 derece oldugundan emin olunan su
banyosundaki “Stringency buffer” icerisine gegirildi ve 10 dakika bekletildi.

Su banyosundan alinan kesitler distile su ile 1:20 oraninda diliie edilen “wash buffer”
sollisyonu igerisinde 2x3 dk birakildi.

Islemler sonrasinda dokunun daha kolay degerlendirilmesi igin “Dakocytomation Ka-

lemi” ile dokunun sinirlar1 ¢ercevelendi.

8- DEHIDRATASYON ASAMASI:

Kesitler artan alkol serilerinde (%70-%85-%96 etanol sirasiyla) 2x2 dk bekletilerek
dehidrate edildi.

9-KAPAMA ASAMASI:

Alkol serilerinden gegirilen kesitler direk 151k temasindan kaginilarak havada dik po-
zisyonda 15-20 dk kurutuldu.

Tam olarak kurutulan kesitlere dokunun tiimiine temas edecek seklde 15ul “Floresan
mounting medium” damlatildi.

Lamlar 2-8 derece olan buzdolabi 1sicakliginda en az 15 dk tam karanlikta kurumaya
birakildi.

10-DEGERLENDIRME ASAMASI (FISH SKORLAMASI):

Kesitler Texas Red/FITC double filter’a sahip 100 W lambasi olan floresan mikroskop
altinda 100 liik biiyiitmede immersiyon yag1 kullanilarak literatiirde daha 6nce bildiri-
len yontemler kullanilarak degerlendirildi (54).
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e Bu yontemle; Myc bolgesini tamamen kaplayan Texas-red isaretli DNA probu ile

kromozom 8’in sentromerik bolgesini hedef alan floresan isaretli PNA probu deger-
lendirildi.

Floresan mikroskop altinda Texas red isaretli DNA probu hedef bolgesi “myc” genine
baglanarak, kirmiz1 sinyal vermektedir. Floresan isaretli PNA probu hedef bolgesi ise (CEN-

8) Kromozom 8§ in sentromerik bolgesine baglanip yesil floresan sinyal vermektedir.

Biz Texas Red/FITC double filter’a sahip floresan mikroskopik degerlendirmemizde
bu iki hedef bolgeye spesifik hibridizasyon sonucu her myc geni igin bir kirmizi floresan sin-
yal ve her kromozom 8 in sentromerik bolgesi i¢in ayr1 olarak izlenen bir yesil floresan sinyal

ortaya ciktigini gordiik.

FISH skorlamasini yaparken; literatiirde belirtilen “cut-off” degerleri dikkate aldik.
Siklikla kullanilan cut-off deger olan %5°1 skorlama sirasinda pozitif deger olarak kabul et-

tik. (Sayilan 100 hiicreden 5 tanesinde translokasyon varligi) (59).

“Split signal” yontemine dayanan bu degerlendirmede normal sinyallerin de birbirin-
den hafif olarak uzak ortaya ¢ikabildigini gordiik. Bu yiizden sinyaller arasindaki mesafeleri

dikkatlice degerlendirdik ve literatiirde belirtilen “cut-off” mesafe dl¢iimlerini dikkate aldik.

Fiksasyonun iyi olmadigi, niikleus sinirlarinin net olarak degerlendirilemedigi, sinyal-

lerde iist iiste binme “overlapping” olan alanlar1 degerlendirme dis1 biraktik.
Literatiirde belirtilen degerlendirme yontemleri esas alinarak;
A- Sar1 renk floresan sinyal varliginda (ist tiste gelen kirmizi ve yesil floresan sinyal)
B- Yesil ve kirmizi1 floresan sinyalin bitisik goriilmesi durumunda

C- Kirmiz1 ve yesil sinyal arasindaki mesafenin bir sinyalin biiyiikliigiiniin 2 katindan
az olmast durumunda hiicrenin normal diploid bir hiicre oldugunu kabul ederek bu olgulari c-

myc translokasynu izlenmeyen negatif olgular olarak siniflandirdik.

D- Kirmiz1 ve yesil sinyal arasindaki mesafenin bir sinyalin biiylikliigiliniin 2 kat1 ve

fazlas1 olmas1 durumunda ise (break apart) (split signal) hiicreleri anormal diploid hiicre ola-
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rak kabul ederek bu olgulart pozitif (split sinyal ile c-myc translokasyonu varolan olgular)
olarak degerlendirdik (60).

FISH YONTEMIYLE DEGERLENDIRILEN C-MYC:

C-myc yeniden diizenlenmesi; Burkitt lenfomanin yanisira t(8,14) translokasyonu ve-
ya 8024 gen amplifikasyonu sonucu yaklasik %15 DBBHL hastasinda overeksprese edilmek-
tedir (5, 61). C-myc, hiicre siklusu progresyonunu saglayacak bazi genleri aktive ederken
(Siklin D1, D2 ve CDK4 gibi) ayn1 zamanda baz1 inhibitor proteinleri (p21CIP1 ve p27KIP1)
de inhibe eder. Bununla birlikte farkli yolaklardan apoptozisi de aktive etmektedir. c-MYC
yeniden diizenlenmesi daha sik olarak ekstranodal tutulumlu DBBHL veya HIV pozitif hasta-
larda goriilmektedir (4,5,62). Her zaman olmasa da, c-myc yeniden diizenlenmesi genellikle
agresif klinik gidis ile iligkili bulunmustur (4,5,63).

Bununla birlikte “myc” yeniden diizenlenmesi ile es zamanl olarak IGH-BCL2 yeni-
den diizenlenmesi gosteren ayr1 bir B hiicreli lenfoma grubu ortaya ¢ikmaktadir. Bu farkli
grup; “Double Hit (dual hit)” Lenfomalar (DHL) olarak adlandiriimaktadir. Ayni zamanda
daha nadir olarak goriilse de myc yeniden diizenlenmesi ile birlikte BCL6 pozitifligi veya
siklin D1 pozitifligi gosteren olgular da bu isim altinda toplanmaktadir (64). Daha nadir ola-
rak myc yeniden diizenlenmesi ile beraber hem BCL2 hem BCL6 pozitifligi gosteren ayri bir
grup ise “Triple-hit lenfomalar” (THL) adi altinda toplanmaktadir (64).

Morfolojik ve immunfenotipik spektrumlarindan dolayr DHL ‘larin taninmasi ve sinif-
landirilmasi zorluk yaratmaktadir (65). Bu olgular genelde “DBBHL ve BL 6zellikleri ara-
sinda kalan bagka tiirli siniflandirilamayan B-hiicreli lenfomalar” grubu altinda siiflandiril-

miglardir (65,66).
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ISTATISTIKSEL ANALIZ:

Calismamizda elde edilen veriler, SPSS-15 (Statistical Package For Social Sciences)
programinda olusturulan veri tabanina girildi, verilerin istatistiksel analizleri yine ayni prog-
ram ile yapildi. Siirekli degiskenlerin ve alt gruplarina ait, ortalama, standart sapma, medyan,

min ve max degerleri sunuldu.

Smifsal degiskenler ¢apraz tablolar seklinde frekans ve yiizdeler halinde hazirlandi ve
gruplar aras1 dagilimlar ki-kare test yontemleri ile karsilastirildi. Capraz tablolara ait frekans

dagilimlari ise bar grafikleri ile sunuldu.

Sagkalim arastirmalarinda  Kaplan-Meier sagkalim analiz yontemi kullanilip,

Sagkalim karsilastirmalar1 log rank testi ile yapildi.

Tiim testlerde 1. tip hata payr a:0,05 olarak belirlendi ve ¢ift yonlii olarak test edildi,

p" degerinin 0.05’ten kiigiik olmasi1 durumunda gruplar arasi fark, istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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BULGULAR:

Calismaya alinan 50 olgunun 22’si kadin (%44), 28’1 (%56) ise erkekti. Erkek olgula-
rin yas araliklart 18 ile 77 arasinda degismekte iken ortalama yas araligi: 55.96 idi. Kadinla-
rin yas araligl ise 19 ile 78 arasinda degismekte iken oOrtalama yas araligi: 55.86 idi. Tiim

olgularda ise ortalama yas araligi 55.92 idi.

Literatiirdeki verilere gore hasta yasi; IPI skoru belirlenirken kullanilan prognostik
faktorlerden biridir. Bu bilgilerin 1s1g8inda hastanin yasinin 60 iizeri veya 60 ve alti olmasi
degerlidir. Biz olgularimizi bu prognostik faktore gore siniflandirdigimizda; hastalarin 24
“liniin (%48) <60 yas iken 26’sinin (%52) >60yas oldugunu belirlendi.

Serum Laktat dehidrogenaz (LDH) diizeyi; hastanemiz kayitlarina gore tarandiginda
ve hastanemiz referans araliklar1 géz 6nlinde bulunduruldugunda 18 hastada (%36) normal,
32 hastada (% 64) ise yiiksek olarak tespit edildi.

Hastalarin klinik bulgular1 degerlendirildiginde 21 hastada (%42) B semptomlari mev-
cutken, 17 hastada(%34) B semptomlari izlenmedi. B semptomu goriilen 17 DBBHL hasta-
sindan 15’1 (%88.2) erkek 2’si (%11.8) kadin idi. Bu sonuglara gore; erkeklerde daha sik go-
riiliiyor olmas istatistiksel olarak sinirda anlamliydi (Grafik 1) (p=0.005).

Bar Chart
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Grafik 1: B semptomu varlig1 - cinsiyet iliskisi
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Olgular 35’inde (%70) tani aldig1 tutulum alani lenf nodu boélgesi iken, 15 ‘inde
(%30) tan1 anindaki tutulum alani1 ekstranodal bir bolge idi. Ekstranodal tutulumu olan 15
olgudan; 3’i tonsilden, 3’ yumusak doku kitlesinden, 3’ mediastinel kitleden, 2’si dalak-
tan, 2’si deri ve deri alt1 yag doku kitlesinden, 1°i kas ig¢i kitleden, 1’1 testisten, 1’1 ise pank-

reas dokusundan tani almist.

Olgularimizin 37’si (%74) DBBHL “baska tiirlii adlandirilamayan” smifi altinda, 7’si
(%14) DBBHL ““anaplastik varyant”, 2’si (%4) DBBHL “T hiicre/histiositten zengin varyant”,
I’i(%2) ALK pozitif DBBHL, 1’i(%2) Burkitt-like BBHL, 1’1 (%2) CD30 pozitif
Anaplastik varyant, 1’1 (%2) ise yaslilarin EBV pozitif DBBHL’s1 olarak degerlendirildi.

Resim 1: Diffiiz Biiyiik B hiicreli lenfoma. Hematoksilen-Eozin X100
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Olgulardan 10’unda (%20) kemik iligi tutulumu mevcutken, 40’inda (%80) kemik iligi
tutulumu saptanmadi.  Kemik iligi tutululumu olan olgularin 3’linde kemik iliginde
diskordans goriilmekte olup daha diisiik dereceli bir lenfoma olan Kronik lenfositik 16semi
/Kiigiik lenfositik lenfoma (SLL/KLL) tutulumu mevcuttu. Kemik iligi tutulumu olan diger 7
olguda ise kemik iligi tutulumu konkordans gostermekte olup kemik iliginde de DBBHL tu-
tulumu izlenmekteydi.
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Immunohistokimyasal olarak;

Calismamizda 50 olgudan 26°s1 (%52) BCL-2 ile olumlu boyanma gosterirken; 24 ol-
guda (%48) BCL-2 ile boyanma saptanmadi.

Resim 3: Diffiiz Biiyiik B hiicreli lenfomada sitoplazmik Bcl-2 immunreaktivitesi.
(X400)
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Bcl-6 ile 50 olgudan 27 ‘sinde (%54) olumlu boyanma goriiliirken, geriye kalan 23 ol-

guda (%46) olumlu boyanma saptanmadi.

immunreaktivitesi.

-6

Resim 4: Diffiiz Biiyiik B hiicreli lenfomada niikleer Bcl

(X400)
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Ki-67 proliferasyon indeksi; 9 (%18) olguda %25’in altinda, 8 (%16) olguda %26-49,
9 (%18) olguda ise %50-74 olarak saptanirken 24 olguda %75 ve tizeri olarak degerlendirildi.

Bu olgularin ki-67 proliferasyon indeksleri diigiik proliferasyon ve yiiksek
proliferasyon indeksi olarak 2 grupta siniflandirildiginda 17 olguda (%34) <%50; 33 olguda
(%66) >%50 olarak degerlendirildi.

® : = ' S 3 " - '_‘ l‘v
295 o AL J et 24 % $
4 op - .‘ L) ) 4
“b‘. . « 20 "'M’ . a -_‘ n'_.}“m
Resim 5A: Diffiiz Biiyiik B hiicreli lenfomada yiiksek niikleer Ki-67 immunreaktivi
tesi. (X400)
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tesi. (X400)

Olgularimizin 38’inde (%76) CD30 ile olumlu boyanma goriiliirken; 12 olguda (%24)

CD 30 ile olumlu boyanma saptandi.
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CISH yontemi kullanilarak;

50 olgudan 13’linde(%26) EBV RNA varligi saptandi. 13 hastadan 9’unda EBER
(EBV RNA) ile boyanma yogunlugu 1(+), 2 ‘si 2(++), diger 2 ‘si 3(+++) olarak kabul edildi.
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Resim 6: Diffiiz Biiyiik B hiicreli lenfomada CISH yontemi ile Eber pozitifligi 1(+)
(X400)
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Resim 7: Diffiiz Biiyiik B hiicreli lenfomada CISH yontemi ile Eber pozitifligi
2(++) (X400)
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Resim 8A: Diffiiz Biiyiik B hiicreli lenfomada CISH yontemi ile Eber pozitifligi
3(+++) (X400)
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Resim 8B: Diffiiz Biiyiik B hiicreli lenfomada CISH yontemi ile Eber pozitifligi
3(+++) (X400)
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FISH yontemi kullanilarak;

50 olgudan 6 ‘sinda(%12) C-myc yeniden diizenlenmesi varlig1 saptandi.

Resim 9A: Diffiiz Biiyiik B hiicreli lenfomada FISH yontemi ile c-myc yeniden diizenlen

mesi saptanmayan olgu (normal gen diizenlenimi)
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Resim 9B: Diffliz Biiyiik B hiicreli lenfomada FISH yontemi ile c-myc yeniden diizenlen

mesi saptanmayan olgu (normal gen diizenlenimi)
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Resim 10A: Diffiiz Biiyiik B hiicreli lenfomada FISH yontemi ile saptanan c-myc yeniden

diizenlenmesi

Resim 10B: Diffiiz Biiyiikk B hiicreli lenfomada FISH yontemi ile saptanan c-myc yeniden

diizenlenmesi
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Evrelemede; modifiye Ann-Arbor siniflamasi kullanildi. Olgular evrelerine gore sinif-
landirildiklarinda 3 hasta (%6) evre I, 10 hasta (%20) evre 11, 7 hasta (%14) evre 111, 17 hasta
(%34) evre IV olarak degerlendirildi. Bununla birlikte; 13 hastada (%26) ise takip kaybindan
dolay1 evre belirlenemedi. Literatiirde daha 6nce belirtilen veriler gozoniinde bulundurularak;
evre | ve Il olarak degerlendirilen 13 olgu(%26); diisiikk evre; evre 11l ve IV olarak degerlen-
dirilen 24 olgu (%48) ise yiiksek evre olarak siniflandirildu.

Risk skoru belirlemede ise revize edilmis uluslararasi prognostik indeks (R- IPI) skoru
kullanildi. R-IPI skorlamast; yas, serum LDH diizeyi, ECOG performans durumu, Ann Arbor
evresi ve ekstranodal tutulum varhig: kriterleri ve bu kriterlerin puanlanmasi ile belirlendi.
Her kriter icin belirlenen puanlama sonrasinda; literatiirdeki veriler g6z dniinde bulundurula-
rak R-IPI skoru: 0 olan hastalar: “cok iyi gidisli”, 1 ve 2 olanlar: “iyi gidisli”, 3,4 ve 5 olanlar

ise: ““ kot gidisli” risk grubu adi altinda siniflandirildi.

Olgularimiz R-IPI risk skorlamasina gore siniflandirildiklarinda; 4 olgu (%8) “cok iyi
gidisli”, 20 olgu (%40) “iyi gidisli”, 13 olgu (%26) “kotii gidisli” grup altinda toplanirken 13
hastada (%26) takip kaybindan dolay1 R-1PI skoru belirlenemedi.

Bunun yani sira olgular; literatiirdeki farkli kaynaklara dayanarak siniflandirildiginda
standart IP1 skoru; 0-1 olan: diisiik risk grubunda olanlarla, 2 olan: diisiik-orta risk grubunda
olanlar, bir grup altinda siniflandirilip; “diistik risk grubu” olarak; 3 olan: orta-yiiksek risk
grubu ile 4-5 olan yiiksek risk grubu birarada smiflandirilarak; “yiiksek risk grubu” smifi
olrak degerlendirildi. Bu smiflamaya gore olgularimizin 24’1 (%48) diisiik risk grubu, 13’1
(%26) yiiksek risk grubu olarak degerlendirildi. 13 hastada ise (%26) takip kaybindan dolayi
risk grubu belirlenemedi.
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C-myc yeniden diizenlenmesine sahip 6 hastadan 1’1 orta-yiiksek risk grubu, 3’i dii-
stik-orta risk grubu, 1’1 diisiik risk grubu olarak R-IPI skorlamasina gore siniflandirildi. 1

hastada ise takip kaybindan dolay1 R-IPI skoru belirlenemedi (Grafik 2).

Bar Chart
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Grafik 2: C-myc yeniden diizenlenmesi varligi- R-IPT iliskisi

IPI skorlamasina gore ise bu hastalardan sadece 1’1 kotii gidisli yiiksek risk grubu, 4’1

ise iyi gidisli diisiik risk grubu altinda simiflandirildu.

Hastalarin klinik 6zellikleri ve Bcl-2, Bcl-6, Ki-67, EBV RNA varligi ve C-myc yeni-
den diizenlenmesine ait bilgileri tablo 5’te ayrintili olarak verilmistir. Bununla birlikte bu kli-

nik 6zelliklerin bahsedilen degerlerle karsilastirilma bilgileri ise tablo 6 ve 7 de dzetlenmistir.
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Tablo 5: Hastalarin ozellikleri ve BCL-2, BCL-6, Ki-67, EBER VE C-MYC degerleri:

DBBHL (n=50) n (%)
VAS -<60 24 (%48)
>60 26 (%52)
cinsiver X 22 (%44)
E 28 (%56)
-1l 13 (%26)
EVRE "n-1v 24 (%48)
TAKIP KAYBI 13 (%26)
YOK 17 (%34)
B SEMPTOMU |VAR 21 (%42)
TAKIP KAYBI 12 (%24)
i TuTuLumu oK 40 (%80)
VAR 10 (%20)
on NORMAL 18 (%36)
YUKSEK 32 (%64)
EX 6 (%12)
SAGKALIM | YASIYOR 26 (%52)
TAKIP KAYBI 18 (%36)
DUSUK RiSK 24 (%48)
R-IPI SKORU YUKSEK RiSK 13 (%26)
TAKIP KAYBI 13 (%26)
scLa () 24 (%48)
(+) 26 (%52)
e U 23 (%46)
(+) 27 (%54)
(67 <%50 17 (%34)
=>%50 33 (%66)
CBER (-) 37 (%74)
(+) 13 (%26)
C-MYC (-) 44 (%88)
(+) 6 (%12)
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Tablo 6: Hastalarin ézellikleri ile BCL-2 ve BCL-6 degerlerinin iliskisi

DBBHL (n=50) BCL-2 (-) | BCL-2 (+) p BCL-6 (-) | BCL-6(+) P
=<60 14 10 11 13
YAS 0.262 1.000
>60 10 16 12 14
L K 11 11 9 13
CINSIYET 1.000 0.723
E 13 15 14 14
I-1l 7 6 5 8
EVRE 1.000 0.570
n-v 12 12 13 11
YOK 9 12 8 13
B SEMPTOMU 0.310 0.557
VAR 11 6 9 8
, YOK 21 19 17 23
K.l TUTULUMU 0.294 0.480
VAR 3 7 6 4
NORMAL 10 8 7 11
LDH 0.612 0.645
YUKSEK 14 18 16 16
v EX 2 4 2 4
SAGKALIM 0.659 0.672
YASIYOR 13 13 12 14
DUSUK RisSK 12 12 10 14
R-IPI SKORU - - 1.000 0.418
YUKSEK RiSK 7 6 8 5

Tablo 7: Hastalarin dzellikleri ile C-MYC, EBER RNA VE Ki-67 degerlerinin iligkisi

DBBHL (n=50) C-MYC(-) | C-MYC(+) p EBER(-) |EBER(+)| p |Ki-67<%50 | Ki-67=>%50 P

=<60 3 16 8 10 14

YAS 21 >0.005 0.416 >0.005
>60 3 21 5 7 19
L K 2 16 6 9 13

CINSIYET 20 >0.005 1000 >0.005
E 4 21 7 8 20
I-Il 1 9 4 3 10

EVRE 12 >0.005 0.716 >0.005
H-Iv 4 18 6 8 16
YOK 2 15 6 6 15

B SEMPTOMU 19 >0.005 1000 >0.005
VAR 4 13 4 5 12
. YOK 3 28 12 13 27

K. TUTULUMU 37 >0.005 0.258 >0.005
VAR 3 9 1 4 6
NORMAL 1 12 6 5 13

LDH 17 >0.005 0.504 >0.005
YUKSEK 5 25 7 12 20
. EX 1 5 1 1 5

SAGKALIM 5 >0.005 0.648 >0.005
YASIYOR 4 18 8 8 18
DUSUK RisK 4 17 7 8 16

R-IPI SKORU - - 20 >0.005 1000 >0.005
YUKSEK RiSK 1 10 3 3 10
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SAGKALIM:

Calismamiza alinan 50 hastadan takip kaybi nedeniyle sadece 32’sinde sagkalim de-
gerlendirilebilmistir. Bu 32 hastadan 26’s1 takipte yasamini devam ettirmekteyken; 217 i
takip sirasinda komplet remisyonda, 5’1 ise parsiyel remisyondadir. 6 hasta ise takip sirasinda
hayatin1 kaybetmistir. Calismamizda genel sagkalim oran1 %81.3 olarak hesaplanmistir (Gra-

fik 3).
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Grafik 3: Kaplan Meier egrisi ile gosterilen genel sagkalim orani
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FISH Yontemi ile C-myc yeniden diizenlenmesi saptanan hastalarda sagkalim %80, c-
myc yeniden diizenlenmesi izlenmeyen hastalarda ise sagkalim %81.5’dir. Log Rank analizi-

ne gore bu fark anlamli bulunmamustir (Grafik 4) (p=0.799).
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Grafik 4: c-myc pozitifligi ile sagkalim arasindaki iligkiyi gosteren Kaplan Meier egrisi
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CISH yontemi ile EBER RNA pozitifligi saptanan hastalarda sagkalim %88.9 iken

EBER RNA negatif olan hasalarda sagkalim 9%78.3’tlir. Log Rank analizine gore bu fark

anlamli bulunmamustir (Grafik 5) (p=0.404).
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Grafik 5: EBER RNA pozitifligi ile sagkalim arasi iliskiyi gosteren Kaplan Meier egrisi
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Kadin hastalarda sagkalim %84.6 iken erkek hastalarda %78.9°dur. Log Rank analiz

testine gore kadin hastalarla erkek hastalar arasinda sagkalimda istatistiksel olarak anlamli

fark bulunmamistir (Grafik 6) (p=0.409)

Survival Functions

¥
+
+

[}
[nx]
I 3

Cum Surviwval

a 0 40 &0
IZLEM sSiURESI (AY)

g0

100

CINSIYET
ST EADIN
=1 ERKEE
<4 FKADIN-censored
4+ EREEF-censored

Grafik 6: Cinsiyet ile sagkalim arasindaki iliskiyi gosteren Kaplan Meier egrisi
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60 yas ve altindaki hastalarda sagkalim %75 iken 60 yas iizerinde olan hastalarda
sagkalim %87,5 olarak saptandi. Log Rank analiz testinde istatistiksel olarak anlamli fark

blunmamustir (Grafik 7) (p=0.630).
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Grafik 7: 60 yas grubu ile sagkalim arasindaki iligkiyi gosteren Kaplan Meier egrisi
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Nodal tutulumu olan hastalarda sagkalim %81.8 iken ekstranodal tutulumu olan hasta-

larda sagkalim %80 olarak saptanmistir. Log Rank analiz testinde istatistiksel olarak anlamli

sonug¢ bulunmamustir (Grafik 8) (p=0.859).
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Grafik 8: Nodal ve ekstranodal tutulumu olan hastalarda sagkalim arasindaki iligkiyi goste-

ren Kaplan Meier egrisi
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Serum LDH degerleri normal olan hastalarda sagkalim %92.3 iken yiiksek olan hasta-
larda sagkalim %73.7 olarak saptanmisir. Bu iki grup arasinda fark saptanmis olmasina rag-
men Log Rank analizinde istatistiksel olarak anlamli sonu¢ bulunamamustir (Grafik 9)
(p=0.160)
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Grafik 9: Serum LDH degerleri ile sagkalim arasindaki iliskiyi gosteren Kaplan Meier egrisi
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Bcl-2 pozitifligi saptanan hastalarda sagkalim %76.5 iken Bcl-2 negatif hastalarda
sagkalim %86.7°dir. Bcl-2 pozitif olanlarda sagkalim oraninda diisme izlendigi halde Log
rank analiz testinde bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (Grafik 10) (p=0.354)
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Grafik 10: Bcl-2 degeri ile sagkalim arasindaki iliskiyi gosteren Kaplan Meier egrisi
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Bcl-6 pozitifligi saptanan hastalarda sagkalim %77.8 iken Bcl-6 negatif hastalarda
sagkalim %85.7’dir. Log rank analiz testinde bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamis-

tir (Grafik 11) (p=0.369)
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Grafik 11: Bcl-6 degeri ile sagkalim arasindaki iliskiyi gosteren Kaplan Meier egrisi
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CD30 pozitifligi saptanan hastalarda sagkalim %87.5 iken CD30 negatif hastalarda

sagkalim %79.2°dir. Log rank analiz testinde bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamis-

tir (Grafik 12) (p=0.933)
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Grafik 12: CD30 degeri ile sagkalim arasindaki iligkiyi gosteren Kaplan Meier egrisi
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TARTISMA

Lenfoid neoplazilerin siiflandirilmas: hastalikla ilgili bilinen tiim bilgilerin kullani-
mina dayanmaktadir. Cogu lenfoid neoplazinin tanisinda morfoloji ve immunfenotip yeterli
olabilmektedir. Bununla birlikte hi¢cbir antijenik belirteg tek bir antiteye spesifik degildir. Bu
nedenle; ancak morfolojik Ozelliklerin ve antijenik belirteglerden olusan bir panelin birlikte
kullanimiyla taniya ulasilabilir. Cogu B hiicreli lenfoid neoplazide taniya yardimci karakte-
ristik bir immunfenotipik profil mevcuttur. Bazi antijenik belirtegler spesifik hastaliklarda
tanimlansa da; bu antijenler hi¢gbir zaman o hastaliga spesifik olmamaktadir. Bu durum tim B

hiicreli lenfoid neoplazilerde gecerli oldugu gibi; DBBHL ’larda da gecerlidir.

Immunfenotipteki bu tanisal yetersizlik ve farkliliklar; B hiicreli lenfoid neoplazilerin
siiflandirilmasinda genetik 6zelliklerin roliiniin artmasina neden olmaktadir. Giiniimiizde;
PCR ile IGH tespiti, FISH yontemi ile gen yeniden diizenlenmelerinin tespiti gibi genetik
calismalar; B hiicrelerinin klonalitesini tespitte ve bazi hastaliklara spesifik translokasyonlarin

tespitinde tanisal agidan degerli yontemler haline gelmektedir.

Lenfoid neoplaziler; zaman igerisinde ek genetik degisiklikleri kazanarak klonal ev-
rimlesme gegirmektedirler. Bu nedenle lenfoid neoplazilerde zaman igerisinde hem morfolo-
jik hem de immunfenotipik degisiklikler olmaktadir. Bu evrim siirecinde zaman igerisinde
ortaya ¢ikan yeni genetik; daha agresif 6zellikler sergileyebilirken, daha ilimli bir lenfoid
neoplaziye doniisimle de sonlanabilmektedir. Bununla birlikte bu genetigi aydinlatmak her

iki durumda da 6nem kazanmaktadir.

DBBHL; klinik, morfolojik 6zellikleri, tedaviye yanitlari, sagkalim ve prognozlar ile
kendi i¢inde birbirinden farklilik gdsteren heterojen yapida bir lenfoma grubunu temsil etmek-
tedir. Ozellikle klinik takipte degerli olan IPI skorlamasinda birbirine yakin degerlere sahip
hastalar arasindaki sagkalim siirelerindeki farklilik; bu tiimoérlerde ¢esitli molekiiler ve genetik
parametrelerin etkili oldugunu diislindiirmektedir. Tiim bu parametrelerin degiskenligi
g6zoniinde bulunduruldugunda uygun tedavi yontemlerinin belirlenmesi igin gesitli genetik ve

molekiiler caligmalarin yapilma gerekliligi dogmustur.
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DBBHL; DSO 2008 smniflamasinda Klasik Hodgkin lenfoma (KHL) ve Burkitt
lenfoma (BL) ile tamamen ayr1 gruplar altinda siniflandirilsa da bir grup olguda KHL’ nin ve
BL ‘nin birgok 6zelligi DBBHL ile ¢akisabilmektedir. DSO 2008 smiflamasinda bu grupta
kalan olgular; “DBBHL ve BL 6zellikleri arasinda kalan bagka tiirlii siniflandirilamayan B-
hiicreli lenfoma” ve “DBBHL ve Klasik HL. 6zellikleri arasinda kalan bagka tiirlii siniflandiri-

lamayan B-hiicreli lenfomalar” olarak 2 ayr1 gri zon lenfoma adi altinda toplanmiglardir.

DBBHL ile BL i¢in 6zellikle tedavi protokolleri birbirinden farklilik gosterdigi i¢in
ayirici tanilart mutlaka yapilmalidir. BL; eger miidahale edilmezse hizla 6liimciil olabilmek-
teyken yogun, etkili ve uygun tedavi protokolleri secildiginde tedavi edilebilir bir hastalik
olarak tanimlanmaktadir. BL; DBBHL’da siklikla kullanilan CHOP ve R-CHOP tedavilerine
ise yanitsizdir. Morfolojik ve immunohistokimyasal olarak BL ve DBBHL arasinda kalan
daha &nceleri Burkitt-benzeri lenfoma olarak tanimlanan grup DSO 2008 siniflamasinda
“DBBHL ve BL ozellikleri arasinda kalan bagka tiirlii siniflandirilamayan B-hiicreli lenfoma”
adi altinda toplanmigssa da bu grup hastalarda tedavi segenekleri klinik verilerin ve takibin de
heniiz yetersiz olmasi sebebiyle heniiz netligini kazanmamustir. Bu; tedaviyi ve bununla iligki-
li olarak sagkalimi da etkileyen durum; DBBHL ve BL’nin mutlaka birbirinden ayrilmasi
gerektigini ve gri zon lenfoma grubu igerisinde siniflamanin da tam bir ¢6ziim saglamadigini

gostermektedir (67).

Birbiriyle ortak 6zellikler tagiyabilen, DBBHL ve BL arasinda 6zellikler tasiyan mor-
folojiye sahip olgularda net bir siiflama yapabilmek icin CD10, BCL-6, BCL-2, Ki-67
proliferasyon indeksi gibi ¢esitli imunhistokimyasal yontemlere, c-myc yeniden diizenlenme-
sinin tespiti ve EBV varliginin tespiti i¢in ISH yontemlerine bagvurulmustur (67). Ayrimda
yetersiz kalindiginda ise bir grup olgu “DBBHL ve BL 6zellikleri arasinda kalan baska tiirlii

siiflandirilamayan B-hiicreli lenfoma” grubu altinda toplanmustir.

Bu gri zon lenfoma ad1 altinda simiflandirilan, 6zellikleri tam olarak su andaki DSO si-
niflamasinda bir gruba sokulamamis lenfoid neoplazilerin genetik 6zelliklerinin, varolan gen
yeniden diizenlenmelerinin ve translokasyonlarinin aydinlatilmaya ihtiyaci vardir. Bu nedenle
bir sonraki DSO smiflamasinda daha net bir isim altinda toplanabilmeleri i¢in bir¢ok ¢alisma

yapilmis ve glinlimiizde de yapilmaya devam etmektedir.

Zhao ve arkadaslarmin (68) yaptig1 bir ¢alismada atipik morfolojiye sahip agresif
matiir B hiicreli 8 olgu degerlendirilmis olup bu 8 olguda ortak olarak CD10 ve/veya BCL-6
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ekspresyonun yanisira BCL-2 ekspresyonu saptanmistir. Ayni zamanda bu hastalardan
6’sinda c-myc yeniden diizenlenmesi varligi ve ki-67 proliferasyon indeksleri <90 olarak tes-
pit edilmistir. Bu hastalarin klinik takiplerinde Burkitt lenfoma i¢in kullanilan tedavi yontem-
lerinden fayda gordiikleri saptanmis olup bu grup hastalar “Burkitt lenfoma ile Diffiiz biiyiik
B hiicreli lenfoma arasinda kalan gri zon lenfoma” olarak siniflandirilmislardir. Bu ¢alismada
agresif morfoloji ve c-myc yeniden diizenlenmesine sahip az sayida hasta takip edilmis olma-
sina ragmen; c-myc yeniden diizenlenmesinin %75 oraninda saptanmasi ve literatiirde bircok
calismada atipik morfolojiye sahip, c-myc yeniden diizenlenmesine sahip DBBHL hastalarin-
da Burkitt benzeri klinik gidis saptanmis olmasi bu verilerin degerini desteklemistir (22,68).
Literatiirde bu ¢alisma ve daha bir¢ok ¢alismada her zaman olmasa da, c-myc yeniden diizen-

lenmesi genellikle agresif klinik gidis ile iligkili bulunmustur (4,5,63).

Khaldon Bodoor ve arkadaslarinin (69); 2012 yilinda yayinlanan bir ¢alismasinda 46
DBBHL hastasinda immunhistokimyasal olarak basta BCL-6 olmak iizere birgok belirte¢ ¢a-
listlmis ve prognostik iliskileri degerlendirilmistir. Immunhistokimya disinda ise; yas, cinsi-
yet, nodal tutulum degiskenleri de incelenmistir. Bu calismada BCL-6 pozitifligi saptanan
DBBHL hastalarinda daha uzun siireli hastaliksiz sagkalim tespit edilmistir (22, 69). Bu veri;
bu ¢aligma disinda baslica Alizadeh ve ark, Lossos ve ark ve Wright ve arkadaslarinin da yap-
tiklart ¢aligmalarla desteklenmektedir (70-72). Bunun yani sira bu ¢alismada erkeklerdeki
prognozun daha iyi oldugu saptanmis olup erkek cinsiyetin prognostik 6nem tasidig: ilk ca-

lisma olmustur (69).

Masir N ve arkadaglar1 (73); 2010 yilinda yaptiklari bir ¢alismada; 124 B- hiicreli
lenfoma hastasinda BCL-2 ve Ki-67 i¢in double immunfloresan isaretleme yontemi kullana-
rak BCL-2 protein ekspresyonu ile hiicre proliferasyonu arasindaki iliskiyi degerlendirmisler-
dir. Folikiiler lenfoma, marjinal zon lenfoma ve bir kissm KLL/SLL gibi diisiik dereceli
lenfomalarda neoplastik hiicrelerin hiicre siklusu igerisindeyken bcl-2 kaybina egilimli oldu-
gunu gostermislerdir. Yani diisiik dereceli lenfomalarda ki-67 proliferasyon indeksinin yiik-
sek oldugu durumda BCL-2 ekspresyon kaybi beklenmektedir. Bu durum; folikiiler
lenfomada veya KLL/SLL hastalarinda yiiksek dereceli lenfomaya doniisiim halinde bile ko-
runmaktadir. Mantle zon lenfoma, DBBHL ve KLL/SLL ’ nin bir kisim varyant1 gibi yiiksek
dereceli lenfomalarda ise BCL-2 ve Ki-67 arasindaki bu ters iliski izlenmemektedir. Bu hasta-
larda BCL-2 ve Ki-67 koekspresyon gostermekte olup Bcl-2 ekspresyonu ve yiiksek ki-67

proliferasyon indeksi varlig kotii prognoz ile iliskili bulunmustur.
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Bununla birlikte bazi arastirmalarda Bcl-2 ekspresyonu iyi prognostik faktdr olarak

saptanmis olup (74); bazi yayinlarda ise sagkalimla iligkili bulunmamuistir (30).

DBBHL larda; “myc” yeniden diizenlenmesi ile es zamanli olarak BCL2 veya BCL6
pozitifligi gosteren ayri1 bir B hiicreli lenfoma grubu olarak ortaya ¢ikan Double Hit
lenfomalar (DHL); agresif klinik gidise ve kompleks karyotipe sahip, Burkitt lenfoma (BL),
DBBHL ve B Lenfoblastik 16semi/lenfoma ile ¢akisan patolojik 6zellik spektrumuna sahip
nadir neoplazilerdir. Diger yliksek dereceli B hiicreli neoplazilere kiyasla klinik ve patolojik
spektrumlari ¢ok iyi tanimlanamamistir. Buna ragmen yapilan ¢alismalarda DHL’ larin agre-
sif klinik gidise ve bugilinkii uygulanabilir tedavilere ragmen kotii prognoza sahip oldugu go-
riilmiistiir (65,66). Sadece Rituksimab tedavisi alan hastalarla yapilan ¢alismalarda mortalite
orani daha diisiik saptanmistir. Cakisan 6zelliklerine ragmen DHL ‘lardaki bu klinik gidisin,
gerek BL gerekse de DBBHL dan farkli oldugu saptanmustir.

Farkli morfolojik ve immunfenotipik spektrumlarindan dolayr DHL larin taninmasi ve
smiflandirilmasi zorluk yaratmaktadir (65). Bu olgular giiniimiizde genelde “DBBHL ve BL
Ozellikleri arasinda kalan bagka tiirlii siniflandirilamayan B-hiicreli lenfomalar” grubu altinda

smiflandirilmiglardir (65,66).

DHL’lar tan1 aninda yiiksek LDH diizeyi, B semptomlar1 varligi, kemik iligi tutulumu,
ileri evre hastalik, ekstranodal tutulum, tan1 aninda santral sistemi tutulumu gibi 6zelliklerle
karakterize BL ve DBBHL’lara gore daha koétii prognozlu bir B hiicreli lenfoma grubudur.
(66). Cogu hasta aylar igerisinde kemoterapiye ragmen kisa siirede hayatin1 kaybetmektedir.
Komplet remisyon goriilen nadir hasta grubunda ise kisa siirede relaps gelismektedir. Bu has-
ta grubunda standart kemoterapiye ek olarak kullanilan rituksimabin faydast da DBBHL nin
aksine net degildir (75).

Yapilan ¢aligmalarda DHL’larin Yiiksek dereceli B hiicreli lenfomalarin sadece %3-
5’ini olusturan bir grup olmasina ragmen tanimlanan bu farkli 6zellikleri diisiiniildiigiinde ve
morfolojik ve immunfenotipik heterojenitesi de gbz onilinde bulunduruldugunda; ayr1 bir grup
olusturmakta oldugu farkedilmektedir ve ileride ayr1 bir kategoride siniflandirilmayi ve arasti-

rilmayi hak etmektedir (66,75).

Matija Snuderl ve arkadaglarinin yaptig1 bir caligmada (66); gereksiz maliyet ve testi

engellemek igin tiim hasta gruplarinda 6nerilmese de en azindan yukarida sayilan klinik ve
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morfolojik o6zellikleri gosteren hastalarda FISH yontemi ile Myc, BCL2 ve BCL6 degerlen-

dirilmesi 6nerilmistir (66).

Literatiirde Barrans ve arkadaslar1 basta olmak lizere DBBHL hastalar1 arasinda bir¢ok
genis olgu serisinde yapilan aragtirmalara goére; c-myc yeniden diizenlenme orani; %3-16,

DHL oranlar1 %0-12, THL oranlar1 ise %0 ile 3 arasindadir (64,75).

Biz ise 50 hasta ile yaptigimiz ¢alismamizda 6 hastada (%12) c-myc yeniden diizen-
lenmesi saptadik. Bu hastalardan 1’inde (%2) c-myc yeniden diizenlenmesi tek basina gorii-
lirken; 3 hastada (%6) “double hit” (2: myc+ BCL2+, 1: myc+ BCL6+), 2 hastada ise (%4)
“triple-hit” (myc+ BCL2+ BCL6+) olarak saptadik. Literatiirde tiim ¢alismalarda her {igiiniin
tespiti i¢in FISH yontemi kullanilmis olmakla birlikte; biz ¢alismamizda sadece c-myc yeni-
den diizenlenmesini saptamak i¢in FISH yontemini kullanabildik. BCL2 ve BCL6 pozitifligi-
nin saptanmasi i¢in ise sadece immunhistokimyasal yontemleri kullanabildik. Buna ragmen

oranlarimizi karsilastirdigimizda, literatiir ile uyumlu sonuglar elde ettik (64,75).

Calismamizda c-myc yeniden diizenlenmesine sahip 6 hastadan 5’i (%83,3); Ki-67
proliferasyon indeksi <%50’nin veya >%>50 olarak siniflandirildiginda yiiksek proliferasyon
indeksine; 1’1 (%16,7) ise diisiik proliferasyon indeksine sahipti. Ki-67 proliferasyon indeksi
%0-25, %26-49, %50-74 ve %75 lizeri olarak 4 grupta siniflandirildiginda ise bu 5 hasta %75
tizeri grupta, 1 hasta ise %25-49 sinifinda gruplandirildi. Bu sonuglara gére c-myc yeniden
diizenlenmesine sahip hastalarda %83,3 oraninda yiiksek proliferasyon aktivitesi saptanmasi
dikkat ¢ekiciydi. Istatistiksel olarak anlaml1 sonu¢ bulunamamis olsa da calismamizda bunun
sebebinin c-myc yeniden diizenlemesine sahip hasta sayisinin az olmast olabilecegini diisiin-

diik.

DHL grubu; oldukga agresif seyirli bir lenfoma alt tipini temsil ettiginden bu grup di-
ger lenfomalardan mutlaka ayrilmalidir. Bununla birlikte bilinen morfolojiye sahip
DBBHL’larin da DHL (6zellikle BCL2+/MYC+) 6zelligini tasidigt durumda, giliniimiizde
2008 DSO smiflamasinda yer alan DBBHL ve BL 6zellikleri arasinda kalan baska tiirlii sinif-
landirilamayan B-hiicreli lenfoma grubu altina alinmaktadir. Bu “gri zon” lenfoma grubu ise
oldukga heterojen bir grubu temsil etmektedir ve gegici bir depo yeri olarak kullanilmaktadir.
Bu gruptaki olgularin biyolojik ve klinik davranislari ne tam olarak BL’ya ne de DBBHL’ya

benzemektedir. Bunun yanisira bu gri zon araliginda kalan olgular da kendi aralarinda biiyiik
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farkliliklar igermektedir. Bu sebeple bir sonraki DSO smiflamasinda c-myc+ olgular ve 6ze-

likle DHL 6zelligindeki olgular ayri bir siniflamay1 hak etmektedirler.

Bizim ¢alismamizda, c-myc yeniden diizenlenmesine sahip az sayida hasta olsa da ar-
tik giinlimiizde IPI skorundan bagimsiz olarak bu genetik parametreler deger kazanmaktadir.
Bu parametreler literatiirde bazi kaynaklarda da vurgulanmaktadir. Artik giiniimiizde klinik
prognostik olan IPI skorundan bagimsiz olarak; C-myc yeniden diizenlenmesine sahip
DBBHL hastalarinda kotii klinik gidis beklenmektedir (47).

DBBHL lar tedavisiz birakildiginda 6liimle sonuglanan, 1-2 yil sagkalima sahip agre-
sif bir hastalik olmakla birlikte multi-ajan kemoterapi ile potansiyel kiir sansi olan
lenfomalardir. Tedavide uzun yillardir farkli kombine kemoterapi protokolleri uygulanmaistir.
Son yillarda ise kombine kemoterapi tedavisinde; Siklofosfamid, Adriamisin (doksorubisin),
Onkovin (vinkristin) ve Prednizondan olusan “CHOP” protokolii veya varyantlar1 standart
olarak tercih edilmektedir. Bulky hastalikta veya lokalize tiimorde ise radyoterapi eklenmek-
tedir. Bu kombine kemoterapi protokolleriyle komplet remisyon orani 2/3 olmakla birlikte

1/3 hastada bu tedavi parsiyel remisyonla sonu¢lamaktadir.

Daha agresif tedavi rejimleri CHOP protokoliine iistiinlik saglamamakla beraber ilag
kullaniminin standardize edilmesi veya etoposid, rituksimab gibi ek ajanlarin eklenmesi ile

prognoz daha iyiye gitmektedir.

Bununla birlikte CHOP protokoliine iistiinliik saglayan tek ajan; son yillarda daha da
onem kazanmig, CD20 pozitif DBBHL hastalarinda kullanilabilen, anti-CD20 monoklonal
antikoru olan Rituksimab’tir. Rituksimab CHOP protokoliine ek olarak kullanilmaktadir ve
“R-CHOP” protokolii olarak adlandirilmaktadir.

CD20 immunhistokimyasi; B hiicreli neoplaziler i¢in tanisal olmasiin yanisira
DBBHL °‘da tedavinin yonlendirilmesinde ve etkili bir tedavi ajani olan Rituksimabin eklen-

mesinde yol gostericidir (76).

Rituximab’in 6zellikle daha yash hastalarda ve BCL-2 pozitif DBBHL hastalarinda
sagkalimi %20’ye kadar artirdig1 saptanmistir. Bu tedavi gliniimiizde altin standart tedavi ola-

rak kabul edilmektedir.
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DBBHL’da Rituksimab kullaniminin; sagkalimi artirdigina yonelik bir¢ok calisma ve yayin
bulunmaktadir. Rituksimabin kullanimi giiniimiizde; Bcl-2 nin negatif etkisinden veya Bcl-6’

nin pozitif etkisinden daha degerli hale gelmistir.

Rituksimabin; DBBHL’ 11 hastalardan 6zellikle kotii prognostik faktor olarak sayilan
non-GCB (germinal merkez dis1) alt tipine sahip olgularda sagkalimi belirgin bir sekilde artir-
digim1 gosteren birgok ¢alisma varken; Li ZM ve arkadaglarinin (77), 2012 yilinda yaptigi son
bir ¢alismaya gore; Ki-67 proliferasyon indeksi yiiksek olan hastalarda R-CHOP tedavisinin
sagkalima etkisinin kisitli oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte R-CHOP tedavisine komplet
remisyon ile yanit veren hastalarin ise daha ¢ok diisiik ki-67 proliferasyon indeksine sahip
oldugu saptanmistir. Bu durum sagkalimi belirlemede, yiiksek proliferasyon indeksinin 6nem-

li bir belirteg¢ oldugunu géstermektedir (77).

Sarah Park ve ark (21) yaptigi literatiirdeki en genis serilerden biri olan; 380 hastalik
bir ¢alismada DBBHL hastalarinda EBV pozitifliginin tedaviye yanit ve sagkalim tizerindeki
etkisi degerlendirilmistir. Bu ¢alismada EBER pozitif hasta sayist %9 olarak belirtilmistir.
Bununla birlikte literatiirde genis olgu serilerine ait ¢alismalarda DBBHL hastalar1 arasinda

EBER pozitifliginin %8-11 arasinda degistigi goriilmektedir (78).

EBER pozitifligi goriilen hasta grubu; genelde 60 yas lizerinde, Ann-Arbor evre
ITI/TV, ekstranodal tutulum alan1 1°den fazla, IPI skoru yiiksek olan hastalardan olusmaktadir.
Bununla birlikte bu hastalarda B semptom varlig1 daha sik olarak saptanmus, ilk tedaviye ya-
nitlar1 daha diisiik olarak degerlendirilmistir. EBER (+) ve EBER(-) hasta gruplari arasinda
tedavi segiminde degiskenlik olmamasina ragmen EBER(+) hastalarda kemoterapi yaniti daha

diisiik olarak degerlendirilmis olup diisiik sagkalim orani ile iligkili bulunmustur.

Bizim ¢alismamizda ise CISH yontemi ile 50 DBBHL hastasindan 13’iinde (%26)
EBER RNA varlig1 saptandi. Bu deger literatiirde farkli yayinlarda birbirinden farklilik goste-
ren ortalama olarak da %8-11 olarak belirtilen degerin iistiindedir. Bununla birlikte EBER
RNA varlig1 saptanan hastalardaki sagkalim literatiirdekinin aksine istatistiksel olarak anlamli

bulunmasa da EBER RNA negatif olgulara gore daha yiiksek bulunmustur.
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SONUCLAR

Calismamizda c-myc yeniden diizenlenmesinin ve EBER RNA varliginin sagkalimla
iliskisi istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bunun sebebi ¢alismamiza alinan 50 hasta-
dan takip kaybi nedeniyle son durumu bilinmeyen 18 hastanin sagkaliminin degerlendirile-

memis olmasi olabilir.

Literatiirde c-myc yeniden diizenlenmesine sahip olgularinin ve 6zellikle de double
hit lenfoma olgularinin kotii prognostik gidis gosterdigi vurgulanmaktadir. Bizim galisma-
mizda c-myc yeniden diizenlemesine sahip olgularda istatistiksel olarak kotii prognoz ile iliski
bulunamamistir. Bunun sebebi ¢alismamizda az sayida (6/50 hasta) c-myc yeniden diizenlen-

mesine sahip hasta olmasi olabilir.

Bununla birlikte daha genis serili, daha diizenli ve uzun siireli takibe sahip ¢alismalara

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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